Producción de vinagre a partir de Mortiño (Vaccinium meridionale) mediante procesos fermentativos y seguimiento de su actividad antioxidante by Ochoa Agudelo, Susana
  
 
 
Producción de vinagre a partir de Mortiño 
(Vaccinium meridionale) mediante 
procesos fermentativos y seguimiento de 
su actividad antioxidante 
 
 
 
 
 
 
 
Susana Ochoa Agudelo 
 
 
 
 
 
 
 
Universidad Nacional de Colombia 
Facultad Ciencias, Programa Biotecnología 
Medellín, Colombia 
2014 
  
Producción de vinagre a partir de Mortiño 
(Vaccinium meridionale) mediante 
procesos fermentativos y seguimiento de 
su actividad antioxidante. 
 
 
 
Susana Ochoa Agudelo 
 
 
 
 
Trabajo de investigación presentado como requisito parcial para optar al 
título de: 
Magister en Biotecnología 
 
 
 
 
 
Director: 
 Dr. Arley David Zapata Zapata 
 
Asesor: 
Dr. Benjamín Alberto Rojano  
 
 
 
 
Universidad Nacional de Colombia 
Facultad Ciencias, Programa Biotecnología 
Medellín, Colombia 
2014 
  
 
 
 
 
Dedicatoria 
 
 
A la perseverancia que marca la diferencia entre el esfuerzo y la obligación. 
 
A la emoción y dedicación de tener una mente inquieta ávida de conocimientos y retos 
importantes para construir pensamientos que permiten alimentar la vida de manera 
colectiva. 
 
A quienes abrieron su corazón para creer pacientemente que los resultados son un valor 
que van más allá de la razón, que son un afecto profundo producto de la dedicación y el 
amor que un sueño puede permitirte avanzar. 
 
 
 
 
 Agradecimientos 
 
Universidad Nacional de Colombia, Programa HERMES 
 
Grupo de Investigación Biotecnología Industrial 
 
Grupo de investigación Ciencias de los alimentos. 
 
Programa Generación de conocimiento 2013, Gobernación de Antioquia  
 
Docentes, muy especialmente a mi Director de tesis Arley Zapata Zapata y Asesor 
Benjamín Rojano. A mi familia y amigos: Rafael J. Vivero, Valerio Ochoa, Dora Agudelo, 
Juliana Ochoa, Gladys Palacio y Cristina Zapata. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Resumen 
La fruta de Mortiño (Vaccinium meridionale) presenta características nutricionales por su alto 
contenido en compuestos fenólicos, antocianinas y alta capacidad antioxidante. El consumo 
de esta fruta, o los productos que surgen a partir de su procesamiento controlado,  presenta 
múltiples beneficios para la salud humana, lo cual motiva la búsqueda de su transformación 
con mayor valor agregado. En este orden de ideas este estudio tiene como propósito la 
producción de vinagre a partir de Mortiño, usando un proceso biotecnológico de doble vía 
fermentativa (alcohólica y acética). Durante la primera etapa fermentativa se evaluó el efecto 
de la concentración de sacarosa como fuente de carbono (medida en °Brix), el método de 
pretratamiento de la fruta (maceración mecánica, MAC; y maceración mecánica seguida de 
proceso de cocción, MIX), y la concentración de fruta en el medio de fermentación (definido 
como %p/v de fruta en el medio), sobre la concentración de etanol y la actividad antioxidante 
del producto obtenido. Durante la etapa de fermentación acética se evaluó el efecto la 
concentración de etanol del medio, así como el método de pretratamiento inicial de la fruta y 
la proporción de la misma (definidas previo a la etapa de fermentación alcohólica), sobre la 
acidez y la actividad antioxidante del producto obtenido. La totalidad del estudio incluyó el 
uso de cepas convencionales de referencia internacional y de microorganismos nativos 
aislados a partir de procesos de fermentaciones espontáneas, los cuales fueron identificados 
como Saccharomyces cerevisiae (etapa de fermentación alcohólica) y como bacterias del 
género Acetobacter (etapa de fermentación acética). Durante la etapa de fermentación 
alcohólica se encontró que la mayor producción de etanol (96 g/L) fue generada a partir del 
uso de la cepa convencional, y bajo unas condiciones de 25 °Brix y 33% p/v de fruta en el 
medio de cultivo, manteniendo constantes la temperatura de 24°C y pH 3,4. En esta etapa se 
determinó que no existe efecto significativo del método de pretratamiento de la fruta sobre 
la producción de etanol. Con respecto a la actividad antioxidante del producto obtenido 
durante esta etapa fermentativa, se encontró que fue más alta en condiciones 25 °Brix y 50% 
p/v de fruta en el medio de cultivo, mejorando en condiciones de pretratamiento de fruta 
MIX.  Con respecto a la etapa de fermentación acética, tanto la cepa convencional como el 
uso de cepas nativas mostraron buenos resultados en cuanto a la producción de acidez 
promedio (7.4 g/L acidez) y la actividad antioxidante del producto, usando una concentración 
inicial de etanol de 35g/L, un pretratamiento de fruta MIX y 50% p/v de fruta en el medio de 
cultivo de la etapa de fermentación alcohólica.  Este estudio es el primero en Colombia que 
evalúa la producción de vinagre y la actividad antioxidante a partir de los procesos 
fermentativos del Mortiño, Vaccinium meridionale. 
Palabras Clave: Vaccinium meridionale, Fermentación Alcohólica y Acética, Aislados Nativos, 
Actividad Antioxidante. 
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Abstract 
Mortiño fruit (Vaccinium meridionale) has nutritional characteristics for its high content of 
phenolic compounds, anthocyanins and high antioxidant capacity. The consumption of this 
fruit, or products that appear from its controlled processing, has many benefits for human 
health, which motivates the search for different transformation processes that result in 
products with added value. Under this perspective, this study aims at the production of 
vinegar from wild bilberry, using a two-way fermentation biotechnological process (alcoholic 
and acetic). During the first fermentation stage, the effect of the concentration of sucrose as 
carbon source (measured in ° Brix) was evaluated, the pretreatment method of the fruit 
(mechanical maceration - MAC, and mechanical maceration followed by cooking process - 
MIX), and the concentration of fruit in the fermentation medium (defined as % w/v of fruit in 
the medium) was measured over the ethanol concentration and the antioxidant activity of 
the product obtained. During acetic fermentation stage the effect of ethanol concentration of 
the medium was assessed, also the method of initial pretreating fruit and the proportion of it 
(defined before the fermentation stage), on the acidity and antioxidant activity of product 
obtained. The entire study included the use conventional strains of International Reference 
and native microorganisms isolated from processes of spontaneous fermentations, which 
were identified as Saccharomyces cerevisiae (alcoholic fermentation stage) and as bacteria of 
the genus Acetobacter (acetic fermentation stage). During the alcoholic fermentation stage it 
was found that the increased production of ethanol (96 g/L) was generated from the use of 
conventional strain, and under conditions of 25 °Brix and 33% w/v of fruit in the growing 
medium, keeping constant temperature of 24 °C and pH 3.4. In this stage it was determined 
that there is no significant effect on the method of pretreatment of fruit on ethanol 
production. In regard to the antioxidant activity of the product obtained during the 
fermentation stage it was found that it was higher in conditions 25 °Brix and 50% w/v of fruit 
in the growing medium, improving in conditions of fruit pretreatment MIX. Regarding to the 
stage of acetic fermentation, the conventional strains as the use of native strains showed 
good results regarding to the production of average acid (7.4 g/L acid) and the antioxidant 
activity of the product, using a initial concentration of ethanol 35 g/L, a MIX pretreating fruit 
and 50 % w/v of fruit in the growing medium of the alcoholic fermentation stage. This study 
is the first in Colombia to evaluate the production of vinegar and antioxidant activity from 
fermentation processes of Mortiño, Vaccinium meridionale. 
Keywords: Vaccinium meridionale, Alcoholic and Acetic Fermentations, Native Isolates, 
Antioxidant Activity.  
 
 
 
 
 
 
12  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Producción de vinagre a partir de Mortiño (Vaccinium meridionale) mediante 
procesos fermentativos y seguimiento de su actividad antioxidante 
13
 
Contenido ........................................................................................................... Pág. 
 
Resumen ....................................................................................................................... 9 
Lista de figuras ..................................................................................................................... 15 
Lista de tablas ...................................................................................................................... 17 
Lista de Símbolos y abreviaturas ......................................................................................... 19 
Planteamiento del problema y Justificación ................................................................. 21 
 
CAPÍTULO 1. Introducción general ............................................................................... 23 
1.1. Productos Naturales: Frutos rojos. ........................................................................ 23 
1.1.1. Mortiño (Vaccinium meridionale)       23 
1.1.2. Distribución geográfica y plataforma  de cultivo de Mortiño   24 
1.1.3. Composición nutricional de Mortiño       24 
1.2. Actividad antioxidante         27 
1.3. Procesos Fermentativos         30 
1.3.1. Fermentación alcohólica        30 
1.3.1.1. Generalidades         30 
1.3.1.2. Características fisicoquímicas de la Fermentación alcohólica   31 
1.3.1.3. Microorganismos involucrados en la fermentación alcohólica   32 
1.3.1.4. Identificación y caracterización de microorganismos nativos   33 
1.3.2. Fermentación acética ................................................................................................. 33  
1.3.2.1. Generalidades         33 
1.3.2.2. Características fisicoquímicas de la fermentación acética    35 
1.3.2.3. Microorganismos involucrados en la fermentación acética ............... 37 
1.3.2.4. Identificación y caracterización de microorganismos nativos   38 
1.5. Objetivos. ............................................................................................................. 39 
 
CAPÍTULO 2. Fermentación alcohólica del fruto Mortiño (Vaccinium meridionale) ....... 41 
2.1. Metodología          41 
2.1.1. Características del sustrato        41 
2.1.2. Fuente de microorganismos y proceso de inoculación     41 
2.1.3. Aislamiento e identificación de microorganismos nativos    41 
2.1.4. Definición de variables experimentales (adición de sacarosa, %p/v de fruta en el 
medio y metodología de pretratamiento de la fruta y tipo de cepa)   43 
2.1.5. Análisis cinético y actividad antioxidante      43 
2.1.6. Análisis estadístico         44 
2.2. Resultados y discusión         45 
14  
 
2.2.1. Aislamiento e identificación de microorganismos nativos    45 
2.2.2. Efecto del pretratamiento de la fruta y adición de sacarosa    48 
2.2.3. Efecto del pretratamiento de la fruta, %p/v de la fruta en el medio y tipo de cepa 50 
2.2.3.1. Fermentación alcohólica a partir de microorganismos convencionales  51 
2.2.3.2. Fermentación alcohólica a partir de microorganismos nativos   51 
2.2.4. Análisis y discusión    54 
2.3. Conclusiones          59 
 
CAPÍTULO 3. Fermentación acética a partir de bebida alcohólica de mortiño (Vaccinium 
meridionale). ............................................................................................................... 61 
3.1. Metodología          61 
3.1.1. Características del sustrato        61 
3.1.2. Fuente de microorganismos y proceso de inoculación    61 
3.1.3. Aislamiento e identificación de microorganismos nativos    62 
3.1.4. Definición de variables experimentales (concentración de etanol, condición de 
producción de bebida alcohólica (metodología de pretratamiento de la fruta y %p/v de 
fruta en el medio) y tipo de cepa)        64 
3.1.5. Análisis cinético y actividad antioxidante      65 
3.1.6. Análisis estadístico         65 
3.2. Resultados y discusión         66 
3.2.1. Aislamiento e identificación de microorganismos nativos    66 
3.2.2. Efecto de las variables concentración de etanol, condición de producción de bebida 
alcohólica (metodología de pretratamiento de la fruta y %p/v de fruta en el medio) y tipo 
de cepa           69 
3.2.2.1. Fermentación acética a partir de microorganismos convencionales  69 
3.2.2.2. Fermentación acética a partir de microorganismos nativos   72 
3.2.3. Comparación entre el  uso de cepas nativas y cepas convencionales  73 
3.2.4. Análisis y discusión          75 
3.3. Conclusiones          79 
Bibliografía .................................................................................................................. 81 
 
 
 
 
 
 
 
Producción de vinagre a partir de Mortiño (Vaccinium meridionale) mediante 
procesos fermentativos y seguimiento de su actividad antioxidante 
15
 
Lista de figuras 
Figura 1. Mortiño o agraz del Alto meridiano Colombiano     24 
Figura 2. Distribución de Vaccinium meridionale por departamento   26 
Figura 3. Fermentación alcohólica de Mortiño bajo condiciones de anaerobiosis  31 
Figura 4. Madre de vinagre         34 
Figura 5. Método sumergido en la fermentación acética     34  
Figura 6. Esquema del mecanismo molecular que confiere resistencia al ácido acético en 
Acetobacter  y Gluconacetobacter        36 
Figura 7. Medio selectivo Agar Lisina       42 
Figura 8. Descripción morfológica de los aislados nativos seleccionados   46 
Figura 9. Prueba de identificación de Levaduras      47 
Figura 10. Dendograma de Neighbor joining      47 
Figura 11. Contenido de azúcares reductores en cada tratamiento de la fruta  48 
Figura 12. Cinética en la conversión de azúcares para la producción de etanol, en función 
de tipo de pretratamiento y proporción de fruta en el medio de cultivo, para una 
concentración de azúcares reductores de 25 °Brix      51 
Figura 13. Cinética del consumo de azúcares a partir de dos cepas Saccharomyces nativas 
de Mortiño (A11 y A15)         52 
Figura 14. Fermentación acética espontánea      62 
Figura 15. Colonia de Acetobacter aceti (NRRL 746) y coloración de Gram  63 
Figura 16. Prueba de fermentación para clasificación de BA    63 
Figura 17. Descripción morfológica de los aislados nativos seleccionados   66 
Figura 18. Prueba bioquímica de Carbonato de Calcio     67 
Figura 19. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% para revelar el perfil de bandeo 
del marcador bacteriano ITS de los aislados obtenidos en la fermentación espontánea 68 
Figura 20. Cinética de la producción de acidez a partir de la bebida alcohólica de Mortiño 
en 35g/L inicial, en diferentes condiciones de producción de bebida alcohólica  70 
Figura 21. Cinética de conversión de etanol a ácido acético a partir de diferentes 
concentraciones en el tratamiento de mayor proporción de fruta    71 
Figura 22. Comportamiento de la producción de acidez en el tiempo con respecto al 
inoculo de BA pura (A21) comparado con la cepa convencional (COM) a partir de 35g/L de 
etanol inicial           74 
 
 
 
 
16  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Producción de vinagre a partir de Mortiño (Vaccinium meridionale) mediante 
procesos fermentativos y seguimiento de su actividad antioxidante 
17
 
Lista de tablas 
Tabla 1. Distribución y nombre común de algunas especies del género Vaccinium en 
Latinoamérica           25 
Tabla   2. Composición nutricional del Agraz o Mortiño reportado por Corpoica   27 
Tabla  3. Contenido de antocianinas, fenoles totales, porcentaje de sólidos extraíbles y actividad 
antioxidante           27 
Tabla   4. Cinética en consumo de azúcares reductores  en °Brix     45 
Tabla   5. Resultados análisis antioxidante en los pretratamientos de la fruta MAC y MIX 48 
Tabla 6. Resumen datos obtenidos a partir de los factores combinados en cuanto a 
pretratamiento de la fruta y fuente de carbono para la obtención de etanol   49 
Tabla  7. Resumen datos obtenidos con respecto al análisis de actividad antioxidante a partir de 
los factores combinados en cuanto a pretratamiento de la fruta y fuente de carbono para la 
obtención de etanol          50 
Tabla 8. Resumen de datos obtenidos a partir de los factores combinados en cuanto a 
pretratamiento de la fruta y fuente de carbono para la obtención de etanol a partir de cepas 
nativas            52 
Tabla  9.  Resultados de datos obtenidos a partir de los factores pretratamiento MAC de la fruta 
en mayor proporción de fruta (50% p/v), en 25°Brix, para la obtención de etanol a partir de cepas 
nativas            53 
Tabla 10. Resumen datos obtenidos con respecto al análisis de actividad antioxidante a partir de 
los factores combinados en cuanto a pretratamiento de la fruta y cepas nativas utilizadas para la 
obtención de etanol          53 
Tabla 11. Resumen de datos para obtener acidez a partir de la bebida alcohólica de Mortiño en 
35g/L inicial, en diferentes pretratamientos de la fruta      69 
Tabla 12. Resumen de datos de actividad antioxidante a partir de la bebida alcohólica de Mortiño 
en 35g/L inicial, en diferentes pretratamientos de la fruta, para la obtención de acidez.  71 
Tabla 13. Resultados de rendimiento y productividad en los diferentes tratamientos de etanol 
para la producción de acidez, durante 12 días       72 
Tabla 14. Resultados de actividad antioxidante en el Vinagre de Mortiño a partir de diferentes 
concentraciones de bebida alcohólica inicial en pretratamiento MIX de mayor concentración de 
fruta            72 
Tabla 15. Resumen de datos en función del rendimiento y productividad para la producción de 
acidez a partir de Mortiño con inóculo de cepa nativa      73 
Tabla 16. Resumen de datos de actividad antioxidante en producción de acidez a partir  de Mortiño con la 
cepa nativa                        73 
Tabla 17. Comparación de resultados de actividad antioxidante entre cepa convencional (COM) y 
nativa (A21), en la producción de acidez a partir de bebida alcoholica de Mortiño  74 
 
 
18  
 
 
 
 
 
 
 
 
Producción de vinagre a partir de Mortiño (Vaccinium meridionale) mediante 
procesos fermentativos y seguimiento de su actividad antioxidante 
19
 
Lista de Símbolos y abreviaturas 
Abreviaturas 
 
Abreviatura Término 
MAC Tratamiento de fruta Macerado mecánicamente 
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Planteamiento del problema y justificación 
 
La búsqueda de alternativas para la comercialización de productos agrícolas en Colombia 
permite implementar herramientas útiles para la transformación y conservación de los 
mismos a partir de procesos agroindustriales, lo cual posibilitará la apertura de mercados 
que puedan generar un valor agregado a dichos productos (Ligarreto et al., 2009a; Cruzat, 
2009). En la actualidad, es necesario implementar diferentes estrategias y alternativas 
para identificar y potencializar metabolitos a partir de productos naturales, 
principalmente extractos y compuestos de frutas, con la finalidad de aumentar el 
consumo de productos que poseen alto contenido nutricional (Hidalgo et al., 2012; 
Lopera et al., 2010). En este sentido, la fruta conocida como Mortiño (Vaccinium 
meridionale), tiene un alto contenido nutricional, definido por la presencia de 
compuestos fenólicos y antocianinas, que a su vez brindan las características 
antioxidantes de la fruta. Lo anterior promueve el interés de desarrollar procesos de 
transformación y conservación que permitan darle mayor valor agregado a dicha fruta, 
manteniendo sus características nutricionales originales (Ubeda et al., 2013; Hidalgo et 
al., 2013a).  
 
América del norte (EEUU y Canadá) es la mayor productora mundial de arándanos 
cultivados, con 223 millones de kg sobre una superficie de casi 44.000 ha. A continuación 
está Chile, donde a pesar de ser un cultivo de reciente introducción, a principios de los 
80, se ha situado en poco tiempo como segundo productor mundial, con algo más de 
13.000 ha y una producción en torno a los 50 millones de kg, que represente el 90% de la 
producción de América del sur, donde, en menor significación, también se cultiva, en 
Argentina, Uruguay y Perú. Otras zonas productoras en el hemisferio sur son África del 
Sur, Australia y Nueva Zelanda. Además están apareciendo nuevas zonas productoras 
como Marruecos en África, o Japón y China en Asia. En el caso del trópico, Luby et al. 
(1991) reportan que en la zona andina de Suramérica es posible encontrar 
predominantemente las especies V. floribundum Kunth, V. meridionale Swartz y V. 
corymbodendron, mientras Luteyn (2002) reporta estas tres especies en Colombia. De 
acuerdo con estudios realizados, en Colombia existen dos regiones en las cuales la 
presencia de agraz es más representativa: La primera de estas regiones comprende la 
zona noroccidental del departamento de Antioquia, principalmente los municipios de 
Santa Rosa de Osos, Don Matías, Entrerrios, Belmira y San José de la Montaña. La 
segunda región está ubicada en los departamentos de Boyacá y Cundinamarca, 
principalmente en los municipios de Ráquira, Tinjacá, Chiquinquirá, Guachetá y Machetá. 
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Esta información permite visualizar un panorama muy general de la distribución de esta 
especie en Colombia y, a priori, pensar que requiere de un ambiente específico para su 
desarrollo dentro de las montañas colombianas, en consecuencia, hay que comprender 
mejor los ecosistemas en los cuales crece el agraz y así generar cultivos que permitan el 
aprovechamiento de esta especie como es el ejemplo de otro países (Ligarreto, 2009a). 
 
El vinagre a partir de Vaccinium meridionale es un producto con alto potencial de 
comercialización, y puede representar la apertura de nuevos campos de acción en la 
cadena productiva de la fruta, constituyendo una opción adicional de fuente de ingresos 
para los agricultores. Son muy pocos los vinagres de fruta que son producidos por la 
fermentación tradicional de doble vía (Hidalgo et al., 2012), debido a que la mayoría son 
producidos por fermentación, seguida de una etapa de destilación lo cual genera pérdida 
de la mayoría de compuestos nutricionales y aromáticos de la fruta, que son 
reemplazados por aditivos artificiales. A nivel mundial, Europa es el principal exportador 
de vinagres y sustitutos del ácido acético (85%, representado en mas de UD$360287 
millones de dólares anuales) (www.icongrouponline.com, 2011), siendo Italia el principal 
país exportador, cubriendo un 56% del mercado. En Latino América, Panamá, Chile y 
Venezuela, son los principales exportadores (70%). Por otra parte Europa, seguida de 
Estados Unidos, son los principales importadores (83%, por un valor de UD$356,000 
millones de dólares anuales); y Latinoamérica registra un 1.58% de importaciones 
(principalmente por Brasil y México). En el caso de Colombia, no registra exportaciones y 
su principal país importador es Venezuela, junto con España y Francia 
(www.icongrouponline.com, 2011); para el año 2013, Colombia registra incremento en la 
importación de bebidas, líquidos alcohólicos y vinagre de más de USD$ 10300000 dólares 
anuales (TRADE - NOSIS Laboratorio de Investigación y Desarrollo S.A., 2012). 
 
En este trabajo se evalúa la producción de vinagre a partir de bebidas alcohólicas de la 
fruta del Mortiño, con el fin de buscar la conservación de la actividad antioxidante 
durante los procesos fermentativos con el fin de proponer productos autóctonos 
derivados de la agricultura del país, con alto valor agregado. 
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CAPÍTULO 1. Introducción general 
Actualmente la industria alimentaria se desarrolla a través de una estrategia de incursión 
en pequeños y grandes mercados, en la búsqueda de una mejor calidad, potencialización 
de propiedades y disminución del costo de fabricación de productos, como oferta 
representativa de valor agregado para los consumidores. Ante las necesidades 
manifiestas, la exploración de compuestos promisorios es indispensable para el consumo 
de nutrientes que favorezcan la salud humana y animal. 
 
Los procesos de fermentación permiten la transformación de sustancias por intermedio 
de agentes biológicos (Hongos filamentosos, bacterias o levaduras), para la obtención de 
productos de interés, usando sistemas controlados de pH, temperatura, concentración de 
oxígeno, entre otras variables. Estos productos obtenidos principalmente por procesos de 
fermentación alcohólica o acética a partir de frutos con alto contenido nutricional, se 
convierten hoy en día en fuentes alimenticias naturales gracias a sus compuestos 
antioxidantes, los cuales generan grandes beneficios para la salud (Ubeda et al., 2013; 
Cerezo et al., 2010). 
 
1.1. Productos Naturales: Frutos rojos 
 
El consumo de frutas y verduras proporciona al organismo una mezcla de componentes 
bioactivos, dentro de los cuales están los compuestos fenólicos y otros antioxidantes 
naturales (Cao et al., 1997). El consumo de estos componentes presentes en los frutos 
rojos, proveen color, olor y sabores atractivos para considerar su inclusión en la dieta 
alimenticia con el objetivo de obtener un potencial protector en el organismo (Ubeda et 
al., 2013; Hidalgo et al., 2013b; Matsuura et al., 2008). Las frutas rojas y bayas (fresas, 
arándanos, zarzamoras) son consumidas en fresco y a manera de productos procesados 
(zumos, confituras, frutas desecadas, helados) (Hidalgo et al., 2013a; Amakura et al., 
2000). Estas frutas representan una de las principales fuentes de compuestos fenólicos 
en nuestra dieta, especialmente por su contenido de Ácidos Benzoico y Cinámico, 
Antocianos, Flavonoles, Catequinas y Taninos (Ubeda et al., 2013). 
 
1.1.1. Mortiño (Vaccinium meridionale) 
 
La clasificación botánica ubica al Agraz o Mortiño dentro de la subdivisión angiosperma, 
clase dicotiledónea, subclase Dilleniidae del orden Ericales, familia Ericaceae y género 
Vaccinium (Ligarreto, 2009a). El mortiño habita las regiones templadas del mundo y en 
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áreas montañosas de latitudes tropicales (Muñoz et al., 2009). El arbusto del arándano 
rojo es bajo, con tallos de 10 cm o menos, con flores de color rosa oscuro
fruto es una baya falsa auténtica de tamaño entre 5mm a 16mm
inicialmente blanco, pero se vuelve rojo intenso al madurar. Es comestible, con un sabor 
ácido que puede enmascarar su dulzor (Muñoz et al
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Mortiño o agraz del Alto meridiano Colombiano. a) Arbusto silvestre de la planta del Mortiño 
http://cultivodeagraz.blogspot.com/ 
maduro.http://www.unperiodico.unal.edu.co/dper/article/mortino
economia-del-pais.html. 
 
A escala mundial, la demanda de Mortiño ha aumentad
años y se vislumbra cada vez más su uso como alimento
conscientes de los beneficios en la salud pero también compran arándanos por su sabor, 
apariencia y vida en post-cosecha (Ligarreto, 2009a). En Colombia el agraz o 
presenta un alto potencial para el consumo nacional y ha sido in
especies con mercado hacia el exterior (Ligarreto, 2009b).
 
1.1.2. Distribución geográfica y plataforma de cultivo
 
La mayor cantidad y estudios de especies del género 
distribución geográfica en Europa, Asia y en Latinoamérica, con un número de especies 
autóctonas de este género proveedoras de frutos comestibles (Tabla 1).
 
En Colombia los reportes de la distribución de las especies se encuentran principalmente 
en la zona central. Los departamentos
Cundinamarca, Antioquia y Boyacá (Figura 2). El departamento de Cundinamarca es el 
que posee más reportes de la presencia de 
departamento de Antioquia lo es para 
2009). 
a. 
 (Figura 1
 (Figura 1
., 2009). 
 
2011_05_01_archive.html; b) Fruto de Mortiño 
-fruta-promisoria -para-
o sostenidamente en los últimos 
. Los consumidores son 
cluido en la lista de 
 
 de Mortiño 
Vaccinium, se documentan según su 
 
 con mayor número de reportes han sido 
V. floribundum Kunth, mientras que el 
V. meridionale (Medina et al., 2009; Muñoz et al., 
b. 
 
-a). El 
-b). Es 
la-salud-y-la-
Mortiño 
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Tabla 1. Distribución y nombre común de algunas especies del género Vaccinium en Latinoamérica. Fuente: 
Guirado et. al, 2008. 
 
Especie Localidad, país Nombre común 
V. corymbodendron 
V. floribundum 
Perú Congama 
V. crenatum Venezuela, Perú Albricas, huamapinta, 
sachsauro 
V. florubundum Santa Cruz, Bolivia, Perú, 
Ecuador, Colombia 
Frijundilla, macha macha, 
manzanilla del cerro, 
raspadura, quemada, agarz 
V. meridionale Colombia, Venezuela, Costa Rica Agraz, arandino, chivacú, 
mortiño, uva cimarrona 
V. poasanum Costa Rica Tapaito 
V. puberulum Guayana, Venezuela Huasaco 
V. stenophyllum México Capulín 
 
 
En Colombia hay una demanda creciente actual para el uso de este fruto en diversas 
formas (repostería, jugos, helados, bebidas alcohólicas, etc.) (Corantioquia, 2003), por lo 
que aumenta el interés en establecer cultivos comerciales, y con el fin de promover la 
exportación por un mercado creciente, en especial en los países desarrollados. Cabe 
resaltar y como se expone en el artículo “Perspectivas del cultivo de agraz o mortiño 
(Vaccinium meridionale Swartz)”, el aumento en el consumo mundial y nacional del 
Mortiño, hacen de éste un cultivo potencial para el país con posibilidades económicas y 
también con contenido social importante, ya que el nicho ecológico del taxón, ubicado en 
el piso montañoso, entre los 2200 y 3200 msnm, coincide con el límite superior de la zona 
agroecológica de siembra de cultivos ilícitos (Morello y Matteucci, 2001), lo cual señala 
que podría ser una alternativa de reconversión para estos dichos cultivos (Medina, 2009). 
 
1.1.3. Composición nutricional de Mortiño 
 
Es importante tener en cuenta que el fruto Vaccinium meridionale  en estado de madurez 
presentan un alto contenido de sólidos totales medidos en grados Brix entre 12.6 y 15.2, 
pH bajo, entre 2.2 y 2.7 y un contenido de humedad del 77-83%. La composición 
nutricional del fruto de los arándanos puede variar dependiendo del origen y de la 
variedad analizada como se ilustra en la Tabla 2. 
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Figura 2. Distribución de Vaccinium meridionale
cultivo de agraz o mortiño (Vaccinium meridionale 
 
 
Los compuestos polifenólicos han sido los más estudiados desde el punto de vista 
farmacológico en varias especies, por causa de sus efectos antioxidantes y 
antimicrobianos en las infecciones urinarias, fundamentalmente del fruto de 
del V. macrocarpon, cuyas pro-
interferir de forma negativa en la adhesión fimbrial de la 
(Guirado et al., 2008). 
 
La naturaleza de los metabolitos descritos para el género está en c
las mismas bases de datos consultadas, con los usos tradicionales referidos en muchos 
casos (afecciones del sistema urinario, astringente, desinfectante y con efectos biológicos 
comprobados como: antimicrobiano y antioxidante) (Ubeda 
 
 
 
 
 por departamento. Ligarreto (2009a) en “Perspectivas 
Swartz)” 
V. mirtillus
antocianidinas se ha demostrado son las encargadas de 
Escherichia coli uropatógena 
orrespondencia, según 
et al., 2013)  (Tabla 3).
 
del 
 y 
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Tabla 2. Composición nutricional del Agraz o Mortiño reportado por Corpoica, 2003. 
Composición Nutricional Valor de variable/Unidades 
Proteína 6.37 % 
Fósforo (P) 0.21 % 
Potasio (K) 1.69 % 
Calcio (Ca) 0.93 % 
Magnesio (Mg) 0.18 % 
Cobre (Cu) 7.20 % 
Zinc (Zn) 4.55 ppm 
Manganeso (Mn) 14.96 ppm 
Hierro (Fe) 37.30 ppm 
Azufre (S) 0.11 % 
Boro (B) 14.10 ppm 
Sodio (Na) 45.45 ppm 
Fibra cruda 17.40 % 
Extracto etéreo 11.0 ppm 
Lignina 39.26 % 
Fibra – Acido detergente 41.81 % 
Fibra – neutra detergente 45.85 % 
Humedad 84.1 % 
Cenizas 0.7 % 
Fibra 11.1 % 
 
 
Tabla 3. Contenido de antocianinas, fenoles totales, porcentaje de sólidos extraíbles y actividad 
antioxidante (Gaviria et al., 2009). 
 
Antocianinas totales mg eq 
de Cianidin - 3 
glicósido/100g de fruta 
fresca 
Fenoles totales mg 
eq ac. Galico/100g 
fruta fresca 
DPPH uM de 
Trolox ® /100g de 
fruta fresca 
ABTS uM de Trolox ® 
/100g de fruta fresca 
201 ± 10 609 ± 31 2404 ± 120 8694 ± 435 
 
1.2 Actividad antioxidante 
 
De acuerdo con Avello y Suwalsky, 2006, los radicales libres son átomos o grupos de 
átomos que tienen un electrón libre en capacidad de aparearse, por lo que recorren todo 
nuestro organismo intentando sustraer un electrón de las moléculas estables, con el fin 
de alcanzar su estabilidad electroquímica. Una vez que el radical libre ha conseguido 
robar el electrón que necesita para aparear su electrón libre, la molécula estable que se 
lo cede se convierte a su vez en un radical libre, por quedar con un electrón desapareado, 
iniciándose así una verdadera reacción en cadena, denominada reacción de propagación, 
que destruye las células.  
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Aunque el cuerpo humano posee mecanismos naturales de defensa contra los radicales 
libres, también existen fuentes naturales que buscan contrarrestar dicho efecto. De esta 
manera se encuentran los antioxidantes los cuales se definen como aquellas sustancias 
que presentes a bajas concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable, 
biomoléculas, retardan o previenen su oxidación, cediendo un electrón y 
transformándose en radicales libres débiles no tóxicos, inhibiendo la iniciación o 
propagación de las reacciones oxidativas en cadena.  
 
De esta manera, en los productos naturales se pueden encontrar compuestos fenólicos 
como flavonoides, antocianinas, ácidos fenólicos. De acuerdo con Andary y Mondolot, 
1997, los compuestos fenólicos o polifenoles son considerados metabolitos secundarios 
de las plantas, necesarios para el crecimiento y desarrollo de las mismas. La actividad 
antioxidante de estos compuestos está asociada con sus estructuras químicas, las cuales 
tienen la capacidad de donar los protones del hidroxilo fenólico (Blasa et al., 2010), así 
como de deslocalizar y estabilizar electrones desapareados por resonancia en el anillo 
aromático. Además, poseen un bajo potencial de oxidación, alta capacidad de quelación 
de metales y una gran estabilidad y baja reactividad en su forma oxidada (Espinal, 2010).  
 
La mayor fuente de flavonoides incluye frutas como los cítricos, albaricoques, uvas, 
manzanas, cerezas y arándanos, así como vegetales como las cebollas, brócoli, tomates, 
espinacas, remolacha, soja y las hierbas aromáticas (Blasa et al., 2010). De acuerdo con 
He et al., 2010, las antocianinas son sustancias que pertenecen al grupo de los 
flavonoides, se definen como pigmentos hidrosolubles responsables de la pigmentación 
de color azul, morado, violeta, rojo y naranja en flores, frutos y hojas.  Las antocianinas 
tienen una estructura química adecuada para actuar como antioxidantes (Espinal R. y M. 
et al., 2010), ya que pueden donar hidrógenos o electrones a los radicales libres o bien 
atraparlos en su estructura aromática. 
 
Actualmente, las técnicas de actividad antioxidante ampliamente utilizadas en el mundo 
permite identificar tanto compuestos favorables para determinar la capacidad de 
reaccionar con metabolitos tóxicos, como la respuesta que ellos pueden dar con respecto 
a dos mecanismos muy importantes: SET (Transferencia de electrones) y HAT 
(Transferencia de Hidrógenos). Las metodologías empleadas actualmente para la 
estimación de la actividad antioxidante son las siguientes: 
 
• Ensayo ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity). Método fluorimétrico 
descrito por (Rautenbach  et al. 2010 y Naranjo M 2011). El procedimiento 
experimental emplea TROLOX® como estándar y condiciones controladas de 
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temperatura a 37 °C y pH 7.4. Las lecturas se realizan a una λ de excitación 493 
nm y slit de excitación 10, λ de emisión 515 nm y slit de emisión 15, con 
atenuador del 1 % y sin placa atenuadora. Como referencia se uso TROLOX®. El 
efecto protector del antioxidante es calculado usando las diferencias de áreas 
bajo la curva de decaimiento de la fluoresceína entre el blanco y la muestra, y se 
compara contra la curva del TROLOX®, y expresa en micromoles equivalentes de 
Trolox por L (μmol Tx/L), de acuerdo a la siguiente ecuación:  
ORAC 
	
	

	

fTrolox    (1.1) 
Donde AUC es el área bajo la curva de la muestra, AUC° área bajo la curva para el 
control, AUC TROLOX® área bajo la curva para el TROLOX®, f es el factor de dilución 
de los extractos (Rautenbach  et al. 2010 y Naranjo M., 2011). 
 
• Método DPPH. método de Brand-Williams (1995) con algunas modificaciones 
(Rojano et al. 2008). Se evalúa la capacidad de las muestras para atrapar el radical 
DPPH, por medio de la disminución en la absorbancia leída, luego de 30 min de 
reacción, en un espectrofotómetro Jemway 6405, UV/VIS, a una longitud de onda 
de 517 nm. Para cada muestra estudiada se calcula el porcentaje de inhibición del 
radical y los resultados se expresaron como valores TEAC, mediante la 
construcción de una curva patrón usando como antioxidante TROLOX®. 
 
• Antocianinas totales. Se determinan mediante el método diferencial de pH. Las 
absorbancias son medidas a 530 nm y 700 nm en buffers de pH 1.0 y 4.5; usando  
la expresión A = [(A530 - A700) pH1.0 - (A530 - A700) pH4.5], y cianidina-3-
glucósido con un coeficiente de extinción molar de 26900, como referencia. Los 
resultados son expresados como miligramos equivalentes de cianidina-3-
glucósido/L. (Gaviria et al., 2009). 
 
• Fenoles totales. incorpora el método colorimétrico de Follin - Ciocalteu (Singleton 
y Rossi 1965). Se construye una curva patrón usando como estándar ácido gálico. 
Se diluye el extracto a una concentración en la cual el contenido de fenoles se 
encuentre dentro del intervalo de la curva patrón. Los resultados se expresan 
como mg de ácido  gálico/L. Las lecturas se realizan a 760 nm. 
 
• Evaluación de la capacidad reductora FRAP. Utiliza el método colorimétrico 
descrito por Benzie y Strain (1996). Para ello se utilizan 900 μl de una solución de 
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TPTZ, 50 μl de muestra y 50 μl de agua destilada. Luego de 7 min se lee la 
absorbancia a una longitud de onda de 593 nm. Se construye la curva de 
referencia usando ácido ascórbico. Las actividades de las muestras se expresan 
como AEAC (ascorbic acid equivalent antioxidant capacity: mg de ácido 
ascórbico/L). 
 
 
1.3. Procesos Fermentativos 
 
La acción de agentes biológicos sobre sustratos específicos en sistemas controlados, 
promueve la producción de sustancias de interés. Entre los factores que afectan el 
proceso de conversión se encuentran el tipo de agente biológico utilizado, el pH, la 
temperatura, la concentración de nutrientes y los requerimientos de oxígeno (Gullo y 
Giudici, 2008; Vega, 2010; Ferreyra, 2006). De una manera más específica, la 
fermentación es la transformación bioquímica de sustancias en productos de interés, por 
la acción catalítica de enzimas específicas producidas por microorganismos tales como 
mohos, bacterias o levaduras, bajo condiciones fisicoquímicas controladas (Cruzat et al., 
2009). 
 
1.3.1. Fermentación alcohólica 
 
1.3.1.1. Generalidades 
 
La Fermentación alcohólica tiene como finalidad la transformación de un sustrato (mosto 
azucarado), hasta producto alcohólico, en un medio anaerobio y por la acción de una 
levadura, con la presencia de nutrientes y condiciones adecuadas de temperatura, y pH, 
(Coronel, 2009).  
 
A pesar de la complejidad de los procesos bioquímicos una forma esquemática de la 
reacción química de la fermentación alcohólica puede describirse como una glicólisis (en 
la denominada vía Embden-Meyerhof-Parnes) (Ferreyra, 2006). La fermentación 
alcohólica es desde el punto de vista energético una reacción exotérmica (Figura 3). Los 
microorganismos que intervienen en la conversión del mosto a etanol pueden ser 
endógenos, es decir provenientes de la pared celular de las uvas y/o frutas y de las 
superficies de los espacios donde se almacenen los productos; o en su defecto exógenas, 
obtenidas a partir cultivos estárter seleccionados (Ferreyra, 2006). 
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Figura 3. Fermentación alcohólica de Mortiño bajo condiciones de anaerobiosis.
 
1.3.1.2. Características 
 
Contenido de azúcar y acidez
básicas de las levaduras, llegando a mostrar un óptimo crecimiento cuando el medio 
posee un valor cercano al 
Ferreyra, 2006). En este sent
el que determina la cantidad final de alcohol producido por fermentación, el cual a su vez 
ejercer una acción antiséptica
límite de alcohol está entre 12% y 14% para la mayoría de las levaduras
 
El desarrollo de levaduras del género 
inicial de otras levaduras  (Lage et al., 2014; Maturano et al, 2012; Medina et al., 2012; 
Torija et al., 2001). Saccharomyces 
al., 2014; Maturano et al., 2012) y a bajas concentraciones de azúcares
encuentra presente al final de las fermentaciones alcohólicas en la mayoría de los 
estudios realizados (Hidalgo et al., 2013a). 
 
Temperatura: La temperatura óptima de crecimiento de 
temperaturas bajas como 13°
crecimiento de esta levadura 
de temperatura; si la temperatura es muy baja la fermentación 
temperatura excede de los 35°C
por encima de los 40°C esta se puede detener (Coronel, 2009; Ferreyra, 2006). La 
temperatura en el proceso de fermentación condiciona el metabolismo de las levaduras 
afectando la producción de compues
Mortiño (Vaccinium meridionale) mediante 
 
 
fisicoquímicas de la Fermentación alcohólica
: El contenido de Azúcar es determinante para las funciones 
20-22% p/v y pH cercano a 3.2, máximo 3.5 (Coronel, 2009; 
ido es el contenido de Glucosa, Maltosa, Sacarosa
 y limitará la población de levaduras. Esta concentración 
 (Ferreyra, 2006).
Saccharomyces, está favorecido por el crecimiento 
es tolerante a altas concentraciones de etanol (Lage et 
, p
 
S. cerevisiae es de 25°
C inhiben normalmente el proceso fermentativo 
(Ferreyra, 2006). Es necesario tener claridad con los rangos 
puede ser 
 disminuye la acción de las levaduras y si esta aumenta 
tos volátiles. Las bajas temperaturas favorecen la 
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 y Lactosa 
 
or tal motivo, se 
C, mientras 
y de 
lenta, si la 
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obtención de vinos con carácter frutado (Mallouchos et al., 2003). El rango de 
temperaturas recomendado para el desarrollo de las levaduras es aquel que no afecta la 
integridad y funcionalidad de la membrana citoplasmática (MC), porque las levaduras 
crecen a temperaturas por encima del límite superior, provocando la inactivación o 
desnaturalización de las proteínas de transporte y otros enzimas asociados a la MC, 
mientras que cuando las temperaturas son muy bajas se ve comprometida su fluidez y 
flexibilidad (Novo et al., 2003).   
 
Preparación del mosto: La fruta puede someterse a diferentes tratamientos que pueden 
ser macerados mecánicos, químicos, fisicoquímicos o enzimáticos, los cuales buscan 
obtener  partículas de menor tamaño, de modo que la pulpa o el jugo queden expuestos 
a la acción de las levaduras. El producto de esta operación se conoce como mosto y 
puede contener jugo, cáscara, semillas, entre otros. Dependiendo de la fruta que se 
utilice, las cáscaras o las semillas pueden aportar sabores deseables al vino final. 
Adicionalmente Ruiz, 2011, indicó que fermentar en presencia de las partes sólidas de la 
fruta es la mejor opción, ya que el proceso se simplifica, el rendimiento es mayor, más 
rápido y potencializa la acción o presencia de diversas sustancias (compuestos fenólicos) 
(Duarte et al., 2010; Ahmed et al., 2011; Ubeda et al., 2013). 
 
1.3.1.3. Microorganismos involucrados en la fermentación alcohólica 
 
Las levaduras son cuerpos unicelulares de un tamaño que oscila entre 2 μm y 4 μm y 
están presentes de forma natural en algunos tejidos vegetales como las frutas, cereales y 
verduras (Cruzat et al., 2009; Dunga et al., 2003). Son normalmente organismos 
anaeróbicos facultativos. Se puede decir que el 96% de la producción de etanol se lleva a 
cabo a partir de hongos microscópicos y diferentes especies de levaduras, entre las que 
se encuentran Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces fragilis, Torulaspora, Kloeckera, 
Hanseniaspora y Zymomonas mobilis (Lage et al., 2014; Rojo et al., 2014; Hidalgo et al., 
2013a; Hidalgo et al., 2012; Cruzat et al., 2009; Torija et al., 2001). Cada uno de estos 
microorganismos posee una característica propia sobre la fermentación para provocar 
una serie de reacciones químicas que permiten la producción de etanol (Medina et al, 
2012; Maturano et al., 2012; Duarte et al., 2010). En algunos casos son capaces de 
proporcionar un sabor característico al producto final (vinos, cervezas). 
 
La población microbiana primaria o nativa de las frutas está compuesta por los 
microorganismos adheridos a su superficie por fuerzas interactivas entre la estructura 
vegetal y la pared celular de los microorganismos (Hidalgo et al., 2013a,b; Hidalgo et al., 
2012; Ferreyra, 2006). Por otra parte, hay una microflora secundaria proveniente de 
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fuentes externas (agua, viento, insectos, pájaros, contaminación por roedores, entre 
otros), la cual puede ser depositada en la superficie de la fruta y puede variar no sólo de 
una plantación a otra sino también de una planta a otra dentro del mismo cultivo y entre 
distintas frutas del mismo árbol (Hidalgo et al., 2012; Ferreyra et al., 2009).  
 
1.3.1.4. Identificación y caracterización de microorganismos nativos. 
 
El análisis microbiológico de las muestras se realizan a partir de medios que permiten el 
crecimiento de levaduras, en donde uno de los más reportados es el medio YPD (1% 
Extracto de levadura (Oxoid), 2% Peptona bacteriológica (Oxoid), 2% D-glucose (Panreac, 
Spain), y 2% agar (Oxoid) (Hidalgo et al, 2013a) o agar Papa dextrosa (marca Becton 
Dinkenson), suplementada con ácido tartárico al 1% (Santo et al., 2012; Ferreyra, 2006). 
Las unidades formadoras de colonia (UFC) son inspeccionadas macroscópicamente con el 
fin de hallar correspondencia con las descritas en la bibliografía: colonias cremosas, 
opacas, de borde definido; se puede complementar con coloración de Gram para realizar 
valoración microscópica y de esta manera descartar posible contaminación bacteriana y 
permitir orientar la identificación compatible con blastoconidias correspondientes a 
levaduras (Chiang, 2005). 
 
El aspecto bioquímico evaluado a partir del medio Lisina selectivo (Oxoid) permite la 
diferenciación de especies de Saccharomyces y no Saccharomyces, ya que los aislados no 
Saccharomyces tienen la capacidad de utilizar la Lisina como fuente de carbono y las 
Saccharomyces no la fermentan o no crecen en el medio, por lo tanto las que no 
manifiestan cambio de color son aislados presuntivos pertenecientes al género objeto de 
estudio (Torija et al., 2001; Angelo y Siebert 1987).  
 
 
1.3.2. Fermentación acética. 
 
1.3.2.1. Generalidades 
 
Método Tradicional o superficie: El sistema de producción de vinagre por cultivo 
superficial, también llamado de Orleáns o Tradicional, es el método más antiguo utilizado 
para la elaboración de vinagres. Se denomina método por cultivo superficial porque las 
bacterias acéticas (BA), que son los microorganismos responsables de la transformación 
del etanol en ácido acético (acetificación), se encuentran en la superficie del vino a 
acetificar formando una película de celulosa llamada “madre del vinagre” (Figura 4). La 
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presencia de BA en la superficie se debe a que al ser microorganismos aerobios estrictos 
es la única forma que tienen de obtener oxígeno y poder oxidar el etanol a ácido acético 
(Hidalgo et al., 2012; Haruta et al., 2006; Vegas, 2010).
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Madre de vinagre. Película formada por los microorganismos BA, compuesta de celulosa. 
(http://www.verema.com/blog/dolce-vita/1002470
 
Métodos sumergido: Están diseñados los métodos 
sistemas por cultivo sumergido.
aumenta la velocidad de acetificación incrementando la superficie de contacto de las BA 
utilizando virutas de madera como material de soporte ba
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Método sumergido en la fermentación acética. Acetator Frings, es el sistema automatizado que 
controla las variables dentro del proceso de acetificación (temperatura, aireación, pH) y de mayor rapidez 
en la obtención del producto final. (
lab.66+M57d0acf4f16.0.html). 
 
A diferencia del cultivo superficial, con el método sumergido se pueden obtener vinagres 
con un elevado grado acético en periodos muy cortos de tiempo (24
 
-vinagre-casero-vino-tinto). 
Luxemburgués, Schützenbach
 En los métodos Luxemburgués y Schützenbach se 
cteriano (Hidalgo et al., 2013b
http://www.frings.com/PILOT-ACETATOR
-48 horas) (Figura 
 
 y  los 
). 
-8-L-para-el-
5). 
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Esto se debe a que al haber un continuo aporte de oxígeno (inyección de aire) al vino, las 
bacterias acéticas se encuentran sumergidas y en contacto con el aire durante todo el 
proceso, lo que conlleva una oxidación más rápida del etanol a ácido acético (Hidalgo et 
al., 2013b; Fernández-Pérez et al., 2010). Una de las principales desventajas de este 
método es que precisamente esta mayor velocidad de oxidación del etanol provoca un 
aumento de la temperatura, a pesar de estar regulada por el acetificador, que junto con 
la fuerte agitación y aireación repercute negativamente en la composición volátil del 
vinagre (Rojo et al., 2014; Ferreyra et al., 2009; Novo et al., 2003, Callejón, 2008).  
 
1.3.2.2. Características fisicoquímicas de la fermentación acética 
 
El cultivo selectivo de Acetobacter debe estar en fase exponencial de crecimiento, con 
una concentración de biomasa total, del orden de 5 x 108 UFC/ml (De Ory et al., 2002). 
Adicionalmente, hay quienes afirman que la concentración inicial de la producción de 
ácido acético se lleva a cabo con una concentración de células viables del orden de 1.9 a 
4.7 x 108 UFC/ml aumentando la productividad de ácido acético (Pizarro, 2005). 
 
Metabolismo del etanol y otros alcoholes: La oxidación del etanol a ácido acético la llevan 
a cabo todos los géneros de BA, con excepción de Asaia y Saccharibacter (Yamada et al., 
2000; Jojima et al., 2004). Esta oxidación la realizan mediante dos reacciones 
consecutivas: primero el etanol es transformado en acetaldehído por la enzima alcohol 
deshidrogenasa (ADH) y posteriormente el acetaldehído es oxidado a ácido acético por 
acción de la Aldehído Deshidrogenasa (ALH). Ambas enzimas están localizadas en la 
membrana citoplasmática y orientadas hacia el espacio periplasmático (Figura 6).  
 
La tolerancia al ácido acético de las BA está relacionada con la actividad de su enzima 
ADH-PQQ. Así, Trcek et al., (2006) observaron que Ga. europaeus producía niveles más 
altos de la enzima ADH-PQQ que A. pasteurianus cuando ambas BA eran cultivadas a 
elevadas concentraciones de ácido acético. Además se observaron diferencias entre las 
diferentes especies no sólo en la cantidad de enzima sino también en sus características.  
 
Metabolismo de azúcares: Las BA pueden utilizar diferentes carbohidratos como fuente 
de carbono, siendo la glucosa la más utilizada. Sin embargo, las BA no pueden 
metabolizar la glucosa por la vía de la glucólisis o Embden-Meyerhof Parnas por la falta 
de la enzima Fosfofructoquinasa. Por lo que, la glucosa debe ser metabolizada por vías 
alternativas: después de una fosforilación inicial puede ser oxidada por la vía de la 
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glucosa-6-fosfato (Warburg-Dickens, WD) hasta gliceraldehído
Entner-Doudoroff (ED) hasta gliceraldehído
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Esquema del mecanismo molecular que confiere resistencia al ácido acético en 
Gluconacetobacter. Enzimas citosólicas intracelulares son intrínsecamente resistentes a un pH bajo y están 
protegidos frente a la desnaturalización por proteínas de estrés, tales como GroES y GroEL. ADH, Alcohol 
Deshidrogenasa unida a membrana; ALDH, unido a la membrana Ald
Sintasa; Acn, Aconitasa, Pc, Fosfatidilcolina. (Nakano y Fukaya, 2008). 
 
De todas maneras, las BA pueden también metabolizar otros carbohidratos, como la 
Arabinosa, Fructosa, Galactosa, Manosa, Ribosa, y Xilosa (De Ley et
producir a partir de ellos una gran variedad de exopolisacáridos (Moonmangmee et al., 
2002) como Levano (a partir de 
similar al Xantano). Estos polisacáridos son los responsables 
la retención de las BA en la superficie del líquido a acetificar durante la producción de 
vinagres. De todos ellos, la Celulosa es la más importante y es producida por las BA como 
un componente extracelular para protegerse de 
para facilitar la adhesión de sus células a tejidos huéspedes.
 
Metabolismo del Nitrógeno: El efecto que tiene la fuente de nitrógeno sobre el 
crecimiento y desarrollo de las BA está críticamente influenciado por la d
fuentes de carbono y energía (Drysdale y Fleet, 1989
especies de Gluconacetobacter 
que son diazótrofas (Sievers y Swings, 2005), es decir, que poseen la 
nitrógeno atmosférico (N2) y reducirlo a amonio, la mayoría de BA utilizan el amonio 
inorgánico como única fuente de nitrógeno y, a partir de éste pueden sintetizar todos los 
-3-fosfato o por la vía 
-3-fosfato o piruvato.  
Acetobacter
ehído Deshidrogenasa, Cs, Citrato 
 
 al., 1984), así como 
Sacarosa), Celulosa y Acetano (un polisacárido Acídico 
de la formación del biofilm y 
agentes mecánicos y químicos, así como 
 
isponibilidad de 
). A pesar de que existen varias 
(Ga. diazotrophicus, Ga. johannae y Ga. azotocaptans
capacidad de fijar el 
 
 y 
) 
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aminoácidos y compuestos nitrogenados (Belly y Claus, 1972; Gosselé et al., 1981; De Ley 
et al., 1984).Se ha observado que un pH bajo y una alta concentración de etanol, como 
ocurre al inicio de la acetificación del vinagre tradicional, podría alterar los 
requerimientos de nitrógeno de las BA (Gosselé et al., 1981).  
 
1.3.2.3. Microorganismos involucrados en la fermentación acética. 
 
Características generales: Las BA pertenecen a la familia Acetobacteraceae, son Gram 
negativas o Gram variables (Cleenwerck, 2008), de forma elipsoidal o cilíndrica. Su 
tamaño varía entre 0.4 a 1 μm de ancho y de 0.8 a 4.5 μm de longitud. Son móviles 
debido a la presencia de flagelos polares o perítricos (De Ley et al., 1984). Son aerobias 
estrictas, presentando por tanto, un metabolismo exclusivamente respiratorio con el 
oxígeno como aceptor final de electrones. Presentan actividad catalasa positiva y oxidasa 
negativa (Hidalgo et al., 2012; De Ley et al., 1984). Su temperatura óptima de crecimiento 
es de 25-30 ºC aunque también pueden crecer entre 38-40 ºC (Saeki et al., 1997a; Ndoye 
et al., 2006) y débilmente a 10 ºC (Joyeux et al., 1984). Su pH óptimo es de 5-6 (Holt et 
al., 1994), aunque pueden crecer también a pH inferiores de 4 (De Ley et al., 1984) e 
incluso a pH de 2 - 2.2 (Du Toit y Pretorius, 2002). 
 
Las BA se suelen encontrar en sustratos azucarados y/o en presencia de alcohol (zumos 
de frutas, vino, sidra, cerveza y vinagre). Sobre estos sustratos, las BA llevan a cabo una 
oxidación incompleta de los azúcares y los alcoholes, produciendo una acumulación de 
ácidos orgánicos como productos finales (Natera et al., 2003).  
 
Cuando el sustrato es el etanol, se produce ácido acético; de ahí deriva el nombre 
corriente con el que se conocen estas bacterias. Este proceso bioquímico consta de dos 
etapas: primero el etanol es transformado en acetaldehído por la acción de la alcohol 
deshidrogenasa (ADH) y posteriormente, el acetaldehído se transforma en ácido acético 
por la Acetaldehído Deshidrogenasa (ALDH) (Nakano y Fukaya, 2008). Las BA tienen un 
gran interés para la industria biotecnológica ya que se utilizan para la producción de 
Sorbosa a partir del sorbitol y para la producción de celulosa, siendo éstas, las principales 
aplicaciones industriales de las BA junto con la más conocida y tradicional, la producción 
de vinagre (Sengun y Karabiyikli, 2011; Guillamón et al., 2003). Una de las principales 
características de las BA es su capacidad de oxidar una extensa variedad de sustratos y 
acumular los productos de su metabolismo en el medio sin provocar ninguna toxicidad 
para la bacteria (De Ley y Swings, 1984).  
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1.3.2.4. Identificación y caracterización de microorganismos nativos. 
 
Para la identificación de las colonias tradicionalmente se usan medios de cultivo que 
provean nutrientes necesarios para la siembra de las muestras y que permitan el 
desarrollo de los microorganismos. Uno de los más reportados es el Agar GY (10% de 
Glucosa, 1% Extracto de levadura (Oxoid) y 1.5% agar (Oxoid) (Hidalgo et al., 2013a), 
suplementado con Cicloheximida 0,01%, como lo reporta Vegas, 2011), que permite 
seleccionar microorganismos del género Acetobacter, inhibiendo el crecimiento de 
levaduras. Las unidades formadoras de colonia (UFC) obtenidas se pueden 
inspeccionadas macroscópicamente con el fin de hallar correspondencia  con las descritas 
en la bibliografía: colonias cremosas, opacas, de borde irregular (Vegas, 2011). La 
coloración Gram permite realizar valoración microscópica, correspondiente a identificar 
bacilos Gram negativos o Gram variables.  
 
Adicionalmente, se emplea la técnica de catalasa como prueba de tamizaje para clasificar 
los aislados en bacterias aerobias por medio de la confirmación de la presencia de la 
enzima catalasa al descomponer el peróxido de Hidrogeno en agua y oxígeno. Por otro 
lado, se encuentran algunos medios selectivos que permiten identificar características 
bioquímicas de las BA, con el fin de caracterizar su metabolismo. Por ejemplo, se registra 
el uso de Agar GY con carbonato de calcio o medio Frateur (Swings, 1992: 1% extracto de 
levadura - Oxoid; 2% CaCO3, 2% p/v etanol 96% y 2% agar- Oxoid), el cual la presencia de 
Ácido Acético es revelado por la formación de un una zona clara alrededor de las 
colonias, ya que la sobre-oxidación del ácido acético genera una precipitación del CaCO3 
consumido, a partir del área en el cual se encuentra el inoculo. Por otra parte, el uso de 
diferentes fuentes de Carbono y la habilidad de producir Ácido Acético, puede valorarse 
en el medio Carr compuesto por 0.5% extracto de Levadura (Oxoid), 1% de fuente de 
Carbón (Glucosa), 0.002% de verde de Bromocresol (indicador de producción de acidez) y 
1.5% de agar a pH ajustado a 6.8 (Oxoid) (Carr, 1968; Swings, 1992). El cambio de color en 
el medio de verde a amarillo es considerado positivo para la producción de ácido, 
característico de las cepas acéticas del género Acetobater (Rasooli et al., 2010), como se 
observa en la Figura 7. 
 
La identificación molecular se propone desde metodologías simples como  amplificación 
de la región Intergénica del 16s-23s ADNr, usando los primers G1 (5’-
GAAGTCGTAACAAGG-3’) y L1 (5’-CAAGGCATCCACCGT-3’). El primer G1, tiene como 
blanco una región altamente conservada 30-40pb río arriba de la región ITS, mientras que 
el segundo, L1, hibrida con una región conservada del gen 23S, localizada unas 20 pb más 
abajo de esta región.  
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1.4. OBJETIVOS 
 
Objetivo general 
Evaluar las diferentes etapas del proceso fermentativo conducentes a la producción de 
vinagre a partir de Mortiño (Vaccinium meridionale) cultivado en el corregimiento de 
Santa Elena, Antioquia, y seguimiento del comportamiento de la actividad antioxidante 
durante el proceso. 
 
Objetivos específicos 
 
1. Promover procesos espontáneos de fermentación alcohólica y acética de jugo de 
mortiño y aislar los microorganismos responsables de dichos procesos.  
 
2. Evaluar diferentes variables que afectan la fermentación alcohólica de jugo de 
Mortiño (concentración de fuente de carbono, metodología de pretratamiento de 
fruta y relación fruta-agua) usando microorganismos convencionales, teniendo en 
cuenta como variables respuesta el rendimiento de etanol, productividad de 
etanol y actividad antioxidante. 
 
3. Evaluar diferentes variables que afectan la fermentación acética de una bebida 
alcohólica de Mortiño (concentración de etanol, metodología de pretratamiento 
de fruta y relación fruta-agua) usando microorganismos convencionales, teniendo 
en cuenta como variables respuesta el rendimiento de acidez, la productividad de 
acidez y actividad antioxidante. 
 
4. Comparar los resultados obtenidos durante la fermentación alcohólica y acética, a 
partir del uso de cepas convencionales y de microorganismos aislados de procesos 
fermentativos espontáneos.  
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CAPÍTULO 2. Fermentación alcohólica del fruto 
Mortiño (Vaccinium meridionale). 
 
2.1. Metodología. 
 
2.1.1. Características del sustrato 
 
El fruto de Mortiño (Vaccinium meridionale) utilizado proviene del corregimiento de 
Santa Elena, parte del altiplano oriental de Antioquia y ladera oriental de Medellín, a una 
altura promedio de 2600 metros sobre el nivel del mar. Es un clima tropical húmedo con 
influencia de montañas, con una temperatura promedio de 14.5°C y una humedad 
relativa de 89%. 
 
Para todos los ensayos la fruta fue lavada con agua de grifo, y se seleccionaron frutos en 
mal estado para ser descartados. 
 
2.1.2. Fuente de microorganismos y proceso de inoculación 
 
El trabajo fue desarrollado utilizando un microorganismo convencional y 
microorganismos nativos. Con respecto a la cepa convencional de Saccharomyces 
cerevisiae NRRL Y-132 el protocolo de inoculación consistió en el uso de 0.4 g de la 
levadura por cada 100 ml de bebida alcohólica (Coronel, 2009). La levadura se activó en 
agua a una  temperatura de 37°C durante 10 min, la cual fue suplementada con sacarosa 
comercial (1 %p/v) (Hellín et al., 2013; Coronel, 2009). El producto de esta activación fue 
adicionado al medio de fermentación. 
 
El protocolo y manejo de los microorganismos nativos se describe a continuación. 
 
2.1.3. Aislamiento e identificación de microorganismos nativos  
 
A. Aislados nativo - Condiciones de fermentación espontánea: La fruta de Mortiño 
(Vaccinium meridionale) se maceró mecánicamente (MAC) y se dispensó en frascos de 
750 ml, para obtener un volumen final de 500 ml del mosto fermentable, donde el 50% 
p/v del mismo representa la cantidad de fruta, más la adición de azúcar (Azúcar orgánica, 
Providencia) hasta obtener 20°Brix finales. Cada uno de los frascos se llevó a condiciones 
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de anaerobiosis, temperatura en promedio de máxima de 24 °C y pH consta
(Coronel, 2009; Ferreyra, 2006). 
 
El desarrollo de las fermentaciones espontáneas 
incluyendo duplicados independientes identificados FA1, FA2 y FA3, conservando las 
características descritas en el párrafo anterior. A los
realizó seguimiento cinético tomando muestras en 1, 2
azúcares reductores y desarrollo microbioló
partir de una dilución 10-3; se supervisó el crecimiento de UFC durante 48 a 96 horas 
incubadas a temperatura ambiente (Hidalgo et al., 2013a). 
 
B. Identificación bioquímica y molecular
la identificación con agar lisina selectivo (Figura 
aislados presuntivo correspondientes a levaduras del género 
se confirmaron a partir de la extracción de ADN, amplificación del material genético y 
posterior secuenciación.  
 
A partir de los aislados obtenidos en el último día de la fermentación, las colonias 
seleccionadas en el medio, tras su respectiva identificación macroscópica y microscópica 
por tinción de Gram, se purificaron y almacenaron en viales con caldo de enriquecimiento 
suplementado con glicerol al 20% para conservarlas a 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Medio Selectivo Agar Lisina. Aislados nativos fermentando el agar lisina, clasificando de esta 
manera, las especies no Saccharomyces. 
 
C. Preparación de inóculo a partir de cepas nativas:
cabo como lo describe Hidalgo et al., 2013a. 
 
se llevó a cabo con 3 réplicas, 
 duplicados FA1, FA2, FA3
, 15, 30 y 35 días, en función de 
gico monitoreado en medio especí
 
: A partir de las pruebas seleccionadas para 
7), se seleccionaron preliminarmente 
Saccharomyces, los cuales 
-20°C y -80°C (Santo et al., 2012).
 
 
 La preparación del inóculo se llevó a 
Se mantuvo una concentración de 2 x10
 
nte de 3.4 
 se les 
fico a 
 
6 
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células/ml dentro del proceso, como lo reporta la literatura (Hidalgo et al., 2012; Torija et 
al., 2001). 
 
2.1.4.  Definición de variables experimentales (adición de sacarosa, %p/v de fruta en el 
medio,  metodología de pretratamiento de la fruta y tipo de cepa) 
 
Se evaluaron dos niveles de adición de sacarosa en el mosto, de tal manera que con ellos 
se alcanzara 15 o 25 °Brix, valores que también fueron dependientes de la proporción de 
fruta en el medio, la cual correspondió a los niveles 33% y 50% p/v (Ruiz, 2011).  
 
Adicionalmente la fruta fue sometida a un pretratamiento de maceración, con el fin de 
tener mayor disponibilidad de azúcares fermentables. Dicho pretratamiento se realizó 
bajo dos metodologías: 
 
1. Maceración mecánica (MAC): luego de ser lavada la fruta, la misma fue sometida 
a una maceración manual a temperatura ambiente.  
2. Maceración combinada (MIX): luego de realizar una maceración manual, el 
producto fue sometido a calentamiento hasta ebullición durante 15 min (Solieri y 
Giudici, 2008; Ferreyra et. al, 2009). 
 
Como se dijo previamente, el valor final de la concentración de azucares medido en °Brix 
es dependiente tanto de la proporción de fruta, el pretratamiento al cual haya sido 
sometida (MAC o MIX) y la adición de sacarosa (en caso de ser necesario), de tal manera 
que el valor final queda ajustado a la concentración deseada.  
 
Durante la experimentación se utilizaron tanto las cepas convencionales como las nativas, 
cuyo protocolo de manejo se describió previamente. 
 
2.1.5. Análisis cinético y actividad antioxidante  
 
Los experimentos se llevaron a cabo en frascos tapa rosca de 1000 ml con 500 ml de 
medio de cultivo (mosto), favoreciendo de esta manera condiciones anaeróbicas (con una 
única salida de CO2 a partir de una manguera instalada en la parte superior de la tapa del 
frasco), a una temperatura promedio de 24°C y pH de 3,4. Si bien el proceso fermentativo 
se desarrolló de manera estática, se realizó una agitación manual una vez al día con el fin 
de aplicar una micro-aireación que favorezca el proceso (Gómez y Cano, 2011). 
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Las variables respuesta del proceso fueron la concentración de etanol, la actividad 
antioxidante del producto y el consumo de azúcares (medido como ° Brix). Con esta 
última variable se hizo un seguimiento durante un tiempo de 35 días, usando para ello un  
refractómetro (Atago, Master Refractometer), hasta llegar a unos niveles de 2 a 5 °Brix 
aproximadamente (Hidalgo et al., 2013a; Ferreyra et al., 2009; Coronel, 2009; Torija et al., 
2001). La medición de concentración de etanol se realizó al final del proceso usando la 
técnica de HPLC  en un quipo Shimadzu, con una columna Bio Rad AMinex® HPX 87H 300 
x 7,8mm  (Coronel, 2009), datos que posteriormente son utilizados para calcular 
rendimientos (g etanol/g sacarosa).  
 
Se emplearon 5 técnicas para determinar actividad antioxidante: 1) ORAC (Técnica 
Espectrofluorométrica- Equipo Fluorescence Spectrometer – Perkin Elmer), 2) DPPH 
determinadas por espectrofotometría (Multi Skan Spectrum – Thermo scientific) y 3) 
FRAP por espectrofotometría (Prior et al., 2005) y compuestos con potencial 
antioxidante; 4) Fenoles totales, 5) Antocianinas. Dichas pruebas permitieron medir la 
actividad antioxidante en los tratamientos de la fruta de Mortiño (MAC y MIX) y en el 
tiempo final de cada fermentación. 
 
Los procedimientos anteriormente descritos fueron realizados en los laboratorios de 
Procesos Biológicos y de Ciencia de los Alimentos de la Universidad Nacional de Colombia 
Sede Medellín. 
 
2.1.6. Análisis estadístico 
 
Para el análisis de los datos se utilizó el paquete estadístico “R” (Versión 15), 
contemplando para cada diseño experimental una prueba de ANOVA para verificar 
significancia de factores evaluados con un 95% de confianza. Los factores evaluados y sus 
niveles son: 1) pretratamiento de fruta (MAC y MIX), 2) proporción de fruta en el medio 
(33% y 50% p/v), 3) concentración de sacarosa (15° y 25° Brix) y 4) la actividad 
antioxidante.  
 
Adicionalmente se utilizó el test de Tukey, se evaluó la mejor combinación de los 
factores, y se evaluaron los supuestos de distribución normal y la homogeneidad de 
varianza e independencia de los errores en cada modelo ajustado. 
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2.2. Resultados y discusión. 
 
2.2.1. Aislamiento e identificación de microorganismos nativos 
 
A. Aislamiento nativo a partir de fermentación espontánea. La tabla 4 permite apreciar 
el desarrollo de las tres réplicas de fermentaciones espontáneas a partir de 
pretratamiento MAC del Mortiño, tal y como se describe en la metodología, en términos 
de ° Brix y concentración final de etanol, la cual en todos los casos fue cercana a 45 g/L de 
etanol. 
 
En una primera siembra se diferenciaron morfológicamente 4 tipos de colonias, cuyo 
recuento en placa permitió registrar una concentración de 1 x105 UFC /ml. Un análisis 
microscópico permitió concluir que las colonias aisladas son de levaduras. El recuento en 
placa aumentó luego de las 72 horas de seguimiento de la fermentación, disminuyendo la 
variabilidad morfológica de las colonias aisladas al  finalizar la fermentación (2 x105  
UFC/ml). 
 
Se aislaron alrededor de 85 cepas durante todo el proceso en las tres réplicas de la 
fermentación espontánea, de las cuales sólo se seleccionaron las aisladas al final de cada 
una de las fermentaciones (35 días). De esta manera se lograron clasificar 16 cepas 
nativas aisladas a partir de la adaptación natural a los compuestos del jugo de la fruta de 
Mortiño. En la Figura 8 se describe la morfología de los aislados seleccionados.  
 
Tabla 4. Cinética en consumo de azúcares reductores en °Brix a partir de Mortiño macerado (MAC). 
Tiempos registrados: 24 horas, 48 horas, 15 días, 30 días, 35 días y producción final de etanol en gramos 
por Litro (Et OH g/L) para cada fermentación.  
 
 
B. Identificación bioquímica y molecular. La prueba selectiva Agar Lisina permitió 
clasificar los aislados 1, 3, 5, 8 y 12, dentro del género de levaduras no Saccharomyces 
por presentar crecimiento y fermentación en el Agar a diferencia de las Saccharomyces 
seleccionadas (Figura 9-a). Por otra parte, se logró la extracción del ADN total a partir de 
lisis celular de los aislados de levaduras en concentraciones que van entre 115ng/µl y 
Réplicas 
24 
horas 
48 
horas 
15 días 30 días 35 días 
Producción etanol 
[Et OH g/L] 
FA-1 19,5 17,1 7,5 6,75 5,75 42 ± 0,7 
FA-2 20 18 10,25 7,5 5 46 ± 10,8 
FA-3 18 15 10,5 7,5 6 45 ± 5,7 
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160ng/µl. Estas concentraciones de ADN facilitaron la a
de al menos dos géneros de levaduras (Figura 9
preselección bioquímica y el diagnóstico molecular por PCR, apoyados en la posterior 
secuenciación del gen 18S permitieron seleccionar al menos dos aislados
para las pruebas de fermentación de jugo de Mortiño, como se mencionó previamente 
en la metodología. 
 
  
    
 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Descripción morfológica de los 
Colonias blancas brillantes, cremosas, levantada, pequeña, de borde regular; a.2) Gram: se observan 
estructuras compatibles con blastoconidias, sin contaminación bacteriana. b.1) Aislado 15, Descripción: 
Colonias blancas brillantes, cremosas, planas, de borde regular; b.2) Gram: se observan estructuras 
compatibles con blastoconidias, estructuras gemantes, sin contaminación bacteriana. c.1) Aislado 17 
(Control), Descripción: Colonias blancas brillante, cremosas, le
Gram: se observan estructuras compatibles con blastoconidias, sin contaminación bacteriana.
a.1 
b.1 
c.1 
mplificación por PCR d
-b). Las características macroscópicas, la 
 (A11 y A15) 
aislados nativos seleccionados. a.1) Aislado 11 Descripción: 
vantadas puntiforme, de borde regular; c.2) 
 
a.2 
b.2 
c.2 
 
el gen 18S 
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El análisis de las secuencias del gen 18S
ubicarlos taxonómicamente dentro del género 
dendograma de NJ (Figura 10
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Pruebas de identificación de Levaduras. a) Identificación Bioquímica en medio selectivo agar Lisina 
de aislados seleccionados (7, 8, 11, 15, 17) (control positivo, CP) y control negativo, CN). 
electroforesis al 2% para apreciar la amplificación 
aislados nativos seleccionados. 
 
 
Figura 10. Dendograma de Neighbor joining
identificación de los aislados 7, 8, 11 y 15, mediante el análisis del gen 18S ribosomal.
 
a. 
  A7      A8   A11            A15 
Mortiño (Vaccinium meridionale) mediante 
 
 obtenida de cada aislado seleccionado permitió 
Saccharomyces, como se aprecia e
). 
productos de PCR de 600pb del gen 18s a partir de los 
 (1000 réplicas, Parámetro Dos de Kimura) que ilustra la 
 
b. 
MP       7         8       11      15         A17(C+)       C(-) 
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n el 
b) Gel de 
17(C+)  C(-)    MP 
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C. Preparación del inóculo. La preparación del inó
nativas identificadas como Saccharomyces cerevis
caracterización bioquímica y secuenciación molecular, se 
género objeto de este estudio.  
 
2.2.2. Efecto del pretratamiento de la fruta y adición de sacarosa
 
Figura 11. Contenido de azúcares reductores en cada tratamiento de la fruta. MAC (macerado mecánico), 
16 g/L de glucosa y 28 g/L fructosa; MIX (combinado macerado más cocción) 41 g/L glucosa y 52 g/L de 
fructosa.  
 
La Figura 11 muestra el contenido de 
procesos de maceración utilizados. Esta diferencia indica que
permite concentrar la mayor cantidad de metabolitos, entre ellos los az
reductores, condicionando el proceso a que, una vez e
la fermentación, la adición de sacarosa será menor
 
Tabla 5. Resultados análisis antioxidante en los pretratamientos de la fruta MAC y MIX.
 
DPPH
Pre-
tratamiento
RESULTADOS 
TEAC (μmol 
Trolox / L) ac. ascórbico/L) 
MAC 5112 ± 38
MIX 10225 ± 40
0
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(g/
L) 
culo se llevó a cabo con las cepas 
iae A11 y A15, ya que luego de su 
determina que  pertenecen al 
 
 
Glucosa y Fructosa presente en cada uno de los 
 el pretratamiento MIX, 
ste pretratamiento sea utilizado en 
. 
  
FRAP FENOLES ANTOCIANINAS
RESULTADOS 
TEAC (mg eq 
RESULTADOS 
GAE (mg ácido 
gálico/L)
RESULTADOS 
TEAC (mg eq 
cianidin- 3- 
glucósido/L)
 TEAC (μmol 
1477 ± 17 1004 ± 76 49 ± 3 93486 ± 10923
2505 ± 20 2373 ± 90 235 ± 18 45968 ± 3148
 
MAC MIX
Fructosa
Glucosa
Tratamiento de fruta 
 
 
úcares 
ORAC
Trolox / L 
muestra)
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De igual manera, los datos reportados con respecto a la actividad antioxidante (Tabla 5), 
muestran que la mayor cantidad de metabolitos se conservan en la fruta con el 
pretratamiento MIX, excepto en la prueba de ORAC. 
 
Teniendo en cuenta la variación en la disponibilidad de azúcares reductores de cada tipo 
de pretratamiento, y trabajando sólo en una proporción de fruta de 33% p/v, se definió el 
contenido de azúcares reductores del medio de cultivo, para lo cual se adicionó sacarosa 
hasta alcanzar niveles de 15° y 25 °Brix. Los resultados de las fermentaciones se muestran 
en la tabla 6. 
 
Se observa que tanto la concentración de etanol, como el rendimiento y la productividad, 
fueron mayores con 25°Brix (96 g/L), sin presentar diferencia significativa con respecto al 
tipo de pretratamiento según lo evidencia el análisis de varianza (Anova) a p>0,05. De 
igual manera se corroboró a partir del Test de Tukey que la producción de etanol se 
mejora en un mosto con una concentración de azúcar de 25° Brix finales.  
 
Tabla 6. Resumen datos obtenidos a partir de los factores combinados en cuanto a pretratamiento de la 
fruta y fuente de carbono* para la obtención de etanol. *Fuente de carbono: por adición de agua 
azucarada hasta 15° o 25°Brix o por proporción de fruta de 33% o 50% p/v, en el mosto final preparado, 
durante 35 días de fermentación. 
 
Tratamiento 
Proporción 
fruta (% 
p/v) 
Concentración 
de sacarosa 
en °Brix 
EtOH [g/L] 
Rendimiento 
(Yp/s) g/ g 
Productividad 
(P)  g/h/ L 
MAC 
33 
15 48 ± 2,1 0,30 0,11 
25 94 ± 5,0 0,38 0,22 
50 25 90 ± 1,7 0,36 0,21 
      
MIX 
33 
15 50 ± 2,7 0,31 0,12 
25 96 ± 1,7 0,39 0,23 
50 25 94 ± 4,1 0,38 0,22 
 
 
Por otro lado, la actividad antioxidante en el punto final de las fermentaciones (Tabla 7), 
permite concluir que los factores analizados de pretratamiento de fruta (MAC y MIX) y 
concentración de fuente de carbono (15° y 25° Brix), sí influyen en la concentración de 
metabolitos y la actividad antioxidante de la bebida alcohólica, según lo evidencia el 
análisis de varianza (Anova) a p<0,05, favoreciéndose en condiciones de pretratamiento 
MIX y 25° Brix según el Test de Tukey. 
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Tabla 7. Resumen datos obtenidos con respecto al análisis de actividad antioxidante a partir de los factores 
combinados en cuanto a pretratamiento de la fruta y fuente de carbono* para la obtención de etanol. 
*Fuente de carbono: por adición de agua azucarada hasta 15° o 25°Brix o por proporción de fruta de 33% o 
50% p/v, en el mosto final preparado. 
 
Tratamiento 
Proporción 
fruta (% 
p/v) 
Concentración 
de sacarosa 
en °Brix 
DPPH - TEAC 
(μmol Trolox / 
L muestra) 
FRAP - TEAC 
(mg eq ác. 
Ascórbico/L) 
FENOLES - 
GAE (mg 
ácido 
gálico/L) 
ANTOCIANINAS 
TEAC (mg eq 
cianidin-3-
glucósido/ L) 
MAC 
33 
15 5017 ± 158 775 ± 80 1162 ± 30 23 ± 1,3 
25 4133 ± 72 853 ± 55 1266 ± 66 45 ±1,5 
50 25 6674 ± 75 1288 ± 40 1600 ± 23 63 ± 2,5 
       
MIX 
33 
15 4586 ± 66 821 ± 5 1569 ± 7 119 ± 1 
25 6170 ± 42 1150 ± 39 1635 ± 47 205 ±35 
50 25 8280 ± 31 1275 ± 43 2067 ± 47 312 ± 44 
 
 
2.2.3. Efecto del pretratamiento de la fruta, %p/v de la fruta en el medio y tipo de cepa 
 
2.2.3.1. Fermentación alcohólica a partir de microorganismos convencionales: 
 
Otro de los factores propuestos para evaluar el comportamiento frente a la fuente de 
carbono, fue la proporción de fruta (50% p/v) en el medio de cultivo, evaluándola a 
25°Brix, ya que fue la que presentó los mejores resultados en el ensayo anterior para 
ambos pretratamiento de fruta. La Figura 12 muestra la cinética de consumo de azúcares 
de manera comparativa con la proporción de fruta de 33 %p/v.  
 
Si se retoma la Tabla 6 se observa que los resultados obtenidos en cuanto a la producción 
de etanol, rendimiento y productividad, se favorecen con el pretratamiento MIX. Al 
comparar dichos resultados con los obtenidos con una proporción de fruta de 33 %p/v, se 
concluye la favorabilidad de los resultados con la menor proporción de fruta.  
 
Finalmente, el análisis estadístico permitió inferir que analizando los factores de manera 
combinada, los que permiten mejorar la producción de etanol son: pretratamiento tipo 
MIX, proporción de fruta 33% p/v, y 25°Brix (p < 0,05).  
 
Por otra parte, al trabajar con 50 %p/v de fruta, la actividad antioxidante medida permite 
identificar que los resultados obtenidos son totalmente dependientes del pretratamiento 
de la fruta (tipo MIX), permitiendo conservar la mayor actividad antioxidante en la bebida 
alcohólica de Mortiño (Tabla 7).  
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Figura 12. Cinética en la conversión de az
pretratamiento y proporción de fruta en el medio de cultivo, para una concentración de azúcares 
reductores de 25 °Brix.   
 
2.2.3.2. Fermentación alcohólica a partir de microorganismos 
 
Las cepas aisladas de Saccharomyces cer
tratamiento seleccionado a partir de la cepa convencional (pretratamiento MIX
en ambas proporciones de fruta). 
 
La Figura 13 muestra el comportamiento de las dos cepas nativas de 
cerevisiae del Mortiño, con respecto al consumo de az
adicionalmente la Tabla 8 
productividad para cada condición evaluada
 
El mejor resultado de producción de etanol
concentración de fruta (50% p/v) se obtuvo a partir de la cepa 
(A11) con un máximo de 74 g/L de etanol en 35
de rendimiento y productividad de 
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nativos 
evisiae (A11 y A15) fueron sometidas al mejor 
 
úcares medidos en grados Brix, 
muestra los valores de producción de etanol, rendimiento y 
. 
, en el pretratamiento MIX de mayor 
Saccharomyces cerevis
 días, lo cual corresponde a unos valores 
0,3g/g y 0,18 g/h/L, respectivamente (Tabla 8).
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Figura 13. Cinética del consumo de azú
y A15).  
 
 
Tabla 8. Resumen de datos obtenidos a partir de los factores combinados en cuanto a pretratamiento de la 
fruta y fuente de carbono* para la obtención de etanol a partir de cepas nativas. 
adición de agua azucarada hasta 25°Brix, por proporción de fruta 
preparado en pretratamiento MIX, durante 35
 
Proporción 
de fruta 
Cepa nativa
50 
A11
A15
33 
A11
A15
 
El análisis de varianza mostró diferencia significativa (p<0,05) 
proporción de fruta, mejorando
bajo las condiciones de mayor proporción de fruta en el tratamiento MIX (50% p/v), 
reportando diferencias significativas (p<
favorecido el proceso por la cepa 
 
Adicionalmente, se contempló el análisis del comportamiento de las cepas nativas
Saccharomyces cerevisiae (A11 y A15) bajo las condiciones en las cuales fueron aisladas
de esta manera que se incluyó dentro del análisis 
obtuvo los resultados reportados en la Tabla 
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cares a partir de dos cepas Saccharomyces nativas de Mortiño
*Fuente de carbono: por 
de 33% o 50% p/v, en el mosto final 
 días. 
 EtOH [g/L] 
Rendimiento 
(Yp/s) g/ g 
Productividad 
(P)  g/h L
 
 74 ± 2,2 0,30 0,18 
 65 ± 1,1 0,26 0,15 
 54 ± 1,4 0,21 0,13 
 55 ± 3,5 0,22 0,13 
con respecto a la 
 la producción de etanol, rendimiento y productividad 
0,05) con respecto a la cepa utilizada, siendo 
Saccharomyces cerevisiae A11.  
el pretratamiento MAC, para lo cual se 
9. 
3 4 5 6
Días
MIX 50 (A11)
MIX 50 (A15)
MIX 33 (A11)
MIX 33 (A15)
            25           35 
 
 
 (A11 
 
, 
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Tabla 9. Resultados de datos obtenidos a partir de los factores pretratamiento MAC de la fruta en mayor 
proporción de fruta (50% p/v), en 25°Brix, para la obtención de etanol a partir de cepas nativas, a partir de 
fermentaciones de 35 días. 
 
Cepa 
nativa 
EtOH [g/L] 
Rendimiento 
(Yp/s) g/ g 
Productividad 
(P)  g/h/ L
-1
 
A11 87 ± 2,8 0,35 0,18 
A15 87 ± 2,1 0,34 0,18 
 
A partir de estos resultados se puede inferir que ambas cepas nativas mostraron mejores 
resultados en cuanto a la concentración de etanol, rendimiento y productividad, en las 
condiciones de fermentación análogas a las presentadas durante su proceso de 
aislamiento (pretratamiento de la fruta MAC). Lo anterior demuestra que no siempre es 
posible transferir las mejores condiciones de operación a sistemas biológicos diferentes. 
 
El análisis estadístico, al integrar los resultados obtenidos con ambos pretratamientos de 
fruta (MAC y MIX) manteniendo fija la condición de mayor proporción de fruta, muestra 
que existe diferencia significativa (p<0,05) entre el tipo de pretratamiento y cepa 
Saccharomyces cerevisiae utilizada (A11 y A15) utilizada, con respecto a la producción de 
etanol, en términos de rendimiento y productividad a partir del pretratamiento MAC.  
 
Tabla 10. Resumen datos obtenidos con respecto al análisis de actividad antioxidante a partir de los 
factores combinados en cuanto a pretratamiento de la fruta y cepas nativas utilizadas para la obtención de 
etanol. Condiciones de pretratamiento MAC o MIX, en la mayor proporción de fruta, conservando 25° Brix. 
 
Tratamiento 
Cepa 
nativa 
ORAC - TEAC 
(μmol Trolox /L) 
DPPH - TEAC 
(μmol 
Trolox / L 
muestra) 
FENOLES - 
GAE (mg 
ácido 
gálico/L) 
FRAP - TEAC 
(mg eq ác. 
Ascórbico/L) 
ANTOCIANINAS 
TEAC (mg eq 
cianidin-3-
glucósido/ L) 
MIX 
A11 99252 ± 1270 5515 ± 145 1178 ± 53 861 ± 9 39 ± 1 
A15 62801 ± 1159 4473 ± 118 1139 ± 6 797 ± 17 30 ± 0,4 
MAC 
A11 45530 ± 2440 7673 ± 122 2051 ± 31 1961 ± 34 79 ± 3 
A15 66966 ± 361 8212 ± 126 2179 ± 50 1898 ± 105 79 ± 1 
 
Con respecto a la actividad antioxidante se dedujo que existe mayor actividad 
antioxidante en las bebidas alcohólicas preparadas con la cepas Saccharomyces cerevisiae 
(A11) nativa. En todos los casos los niveles de actividad fueron mayores al usar el 
pretratamiento MAC, excepto en la prueba ORAC, donde los mejores resultados se 
evidenciaron con el pretratamiento MIX (Tabla 10), para lo cual, estadísticamente se 
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define una diferencia significativa (p<0,05) entre los pretratamientos de la fruta y la cepa 
nativa utilizada. 
 
2.2.4. Análisis y discusión 
 
Son varios los estudios que reportan la identificación de la ecología microbiana en la 
producción de vinos (Wang, et al., 2013; Hidalgo et al., 2013a, 2012; Suzzi et al., 2012; 
Santos et al., 2012; Vega et al., 2010; Ferreyra et al., 2009; Capece et al, 2010; Combina 
et al., 2005; Santamarı´a et al., 2005) con la finalidad de evaluar el comportamiento de la 
fermentación y el producto final. Posteriormente, dichos microorganismos son utilizados 
como “cultivo starter” dentro de cada fermentación entre los cuales se encuentran cepas 
de Saccharomyces cerevisiae (Hidalgo et al., 2013a, 2012; Suzzi et al., 2012; Capece et al., 
2010), Zygosaccharomyces rouxii (Rojo et al., 2014) o inclusive la combinación de 
diferentes cepas para crear una simbiosis y potencializar las características organolépticas 
y sensoriales a  los productos fermentados (Lage et al., 2014; Maturano et al., 2012; 
Medina et al., 2012). 
 
En las fermentaciones espontáneas, la diversidad de microorganismos es incontrolable; 
sin embargo en la vinificación este fenómeno es  subsanado con el uso de levaduras 
seleccionadas (Sannino et al., 2013; Suzzi et al., 2012; Torija et al., 2001), de manera que 
existe un mejor control sobre la fermentación que asegura la calidad microbiológica del 
vino (Hidalgo et al., 2013a; Suzzi et al., 2012). De esta manera, se sustenta la importancia 
de la selección de cepas nativas del género Saccharomyces a partir de la fermentación de 
Mortiño, con potencial dentro del proceso, ya que favorecieron los ensayos propuestos 
principalmente a partir del pretratamiento MAC. 
 
Una diferencia importante entre las levaduras silvestres y las levaduras de vino cultivadas 
es su tolerancia al etanol (Suzzi et al., 2012; Torija et al., 2001). La mayor parte de las 
levaduras silvestres pueden tolerar solamente alrededor de un 4 % v/v de etanol; cuando 
la concentración de alcohol llega a este punto, la fermentación se detiene (Ferreyra, 
2006), evidenciado en los resultados obtenidos en promedio, a partir de las tres réplicas 
en la fermentación alcohólica espontánea registrando 44 g/L de etanol.  
 
Aunque el objeto de estudio del proyecto no planteó identificar todas las propiedades 
que califican una cepa vínica sobre los aislados obtenidos, se puede concluir que una vez 
se seleccionaron los aislados correspondientes a las características similares a 
Saccharomyces, gracias a los reportes que indican que son las cepas más adaptadas a los 
procesos de vinificación (Hidalgo et al., 2013a) y las más utilizadas en el proceso de 
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inoculación de los mostos, los resultados obtenidos bajo las condiciones evaluadas de 
tratamiento de fruta mostraron una adaptación al jugo de Mortiño principalmente en el 
jugo de pretratamiento MAC con respecto al cocido MIX, hecho que se explica dado el 
fenómeno de concentración de nutrientes, azúcares, bajo pH y baja actividad de agua en 
este último medio (López y Peinado, 2011; Solieri y Giudici, 2008; Torija et al., 2001), que 
hacen de éste un medio estresante y de difícil desarrollo para muchas levaduras, inclusive 
Solieri y Giudici (2008) sugieren que los inóculos utilizados en estos tratamientos deben 
ser superiores a 108 UFC/ml. 
 
Es necesario resaltar que para la producción del vinagre en sistemas de fermentación 
continuos, las levaduras que cobran importancia a partir de casos reportados, se 
encuentran las levaduras del género Saccharomyces, levaduras apiculadas del género 
Hanseniaspora y Kloeckera, Kluyveromyces y las del género Zygosaccharomyces, estas 
últimas muy reconocidas en la producción de vinagres balsámicos por sus características 
osmolíticas (Rojo et al., 2014; Solieri y Giudici, 2009) ya que éstas producen el sustrato 
alcohólico que se oxida en la acetificación (Solieri y Giudici, 2009). Para el caso estudiado, 
los aislados Saccharomyces inoculados favorecieron la fermentación y fue esta la 
identificada al final de los ensayos espontáneos, cumpliendo con las especificaciones para 
la fase posterior de producción del vinagre a partir de la bebida alcohólica inoculada de 
Mortiño. 
 
Nurgel et al. (2002) han demostrado que trabajando con jugo de uva pasteurizado e 
inoculando con una cepa autóctona de S. cerevisiae, el consumo inicial de azúcares 
totales fue alto, pero a los 10 días la concentración de azúcares finales no alcanzó los 
niveles del producto de la fermentación en el mosto no pasteurizado. Las cepas nativas 
mostraron mejor adaptación a la mayor proporción de fruta dentro del pretratamiento 
MAC, reconociendo la fuente natural de nutrientes, interactuando con la microbiota 
asociada a su naturaleza de origen que favorecen el rendimiento y desempeño en el 
proceso fermentativo (Medina et al., 2012; Settanni et al., 2012; Capece et al., 2010). 
 
Por otro lado, en contraste con el pretratamiento MAC, investigaciones revisadas 
reportan que el tratamiento térmico concentra los componentes de las frutas por pérdida 
de humedad (López, 2011; Torija et al., 2001), desarrollando compuestos aromáticos y 
químicos que le aportan a la caracterización del producto final, evidenciado en el 
pretratamiento MIX de la bebida alcohólica de Mortiño. Ferreyra (2006) en el jugo 
pasteurizado de naranja var. Navel, publicó que éste se concentró parcialmente 
(alrededor del 10 %) durante el tratamiento térmico en comparación con el jugo fresco. 
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Por lo tanto, se observó un incremento en los valores de sólidos solubles, acidez, 
azúcares reductores directos y totales y flavonoides en relación al jugo fresco.  
Finalmente en el jugo de Mortiño, en el pretratamiento con aplicación de cocción del 
mosto (MIX), Ferreyra (2006) obtuvo muy buenos resultados a partir de la cepa 
convencional en cuanto a la producción de etanol y la actividad antioxidante; también  lo 
reportan otros autores como Nurgel et al., 2002 en mostos de uva cocidos. 
 
Con respecto a la actividad antioxidante, el comportamiento de las diferentes pruebas 
analizadas correspondiente a compuestos fenólicos, antocianinas y pruebas de valoración 
de la capacidad de actuar como antioxidante por técnicas como DPPH y ORAC, permiten 
determinar el comportamiento de cada uno de los tratamientos en las preparaciones de 
Mortiño.  
 
Rai et al., 2013, quienes también utilizaron diferentes concentraciones de mosto para el 
proceso, sustentan que la concentración de polifenoles totales aumenta con respecto a la 
concentración en fruta en el proceso de fermentación, como se logra evidenciar en este 
estudio a partir de Mortiño pasando de 33% al 50% en la proporción de fruta del medio 
de cultivo de las fermentaciones. Adicionalmente, el contenido de antocianinas es 
totalmente dependiente del color de la fruta, si bien naturalmente la fruta concentra una 
gran cantidad de antocianinas, el pretratamiento MAC evidencia una oxidación inicial por 
el tratamiento, siendo entonces, el pretratamiento MIX el que más concentra 
compuestos con capacidad antioxidante gracias a su proceso de cocción; y por lo tanto, 
de manera sutil, la concentración de actividad antioxidante se evidenció favorecida más 
por el pretratamiento MIX que por el MAC independiente de la concentración de azúcar, 
mostrando la importancia del tratamiento de cocción en la concentración de la mayor 
cantidad de nutrientes, entre ellos antocianinas (Ferreyra et al., 2009; Solieri y Giudici, 
2008). Por otro lado, Su et al., 2007 en su trabajo con Vaccinium ashei, reportan que 
tanto el pH como la temperatura son factores que influyen en la degradación de las 
antocianinas y por ende su disminución en los compuestos de los blueberrys, caso 
diferente reportado para este estudio en el que el pretratamiento MIX mostró mayor 
concentración de dichos componentes por los factores anteriormente descritos. 
 
Por otra parte, a partir de las técnicas FRAP y DPPH  (ampliamente utilizadas para evaluar 
el poder reductor de las sustancias, según contenido en compuestos fenólicos, y la 
investigación de la captación de radicales libres), Rai et al., 2013 reportan que la 
diferencia significativa evaluada en su ensayo con diferentes proporciones de fruta, 
presentan mayor poder reductor en las proporciones superiores de fruta como se 
demuestra durante este estudio para el caso de fruta de Mortiño.  Complementario a 
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esto, la prueba ORAC mostró su utilidad frente a la valoración de la actividad antioxidante 
directamente proporcional a la actividad reductora de la prueba DPPH, como lo 
demuestran varios estudios (Granato et al., 2011). 
 
Al utilizar diferentes cepas de Saccharomyces, nativas y una convencional, se puede 
identificar un comportamiento estable frente a la actividad antioxidante y concentración 
de metabolitos correspondiente a las características que le confieren sus propiedades. 
Sin embargo, la prueba ORAC que evalúa la capacidad de transferir hidrógenos en el 
medio en un tiempo determinado, permitió identificar una tendencia marcada al estar 
más favorecida por las cepas nativas que por la convencional. Granato et al., 2011 en su 
estudio para valorar la calidad de los vinos, reportan que la actividad antioxidante 
cualitativa y cuantitativa está muy afectada por diferentes factores como la variedad de 
las uvas, maduración de la uva, mecanismo de maceración, medida y temperatura de 
maceración, uso de encimas, como también el tipo de roble para añejamiento estudiado 
por Ubeda et al., 2013, entre otros. Dichas propiedades deben tenerse en cuenta para 
calificar los resultados obtenidos a partir de la materia prima del Mortiño. 
 
En relación a los datos obtenidos de actividad antioxidante con las diferentes cepas 
Saccharomyces sp, Ubeda et al., 2011, señalan la importancia en la fermentación de la 
caracterización microbiológica por la presencia de cepas no Saccharomyces y 
Saccharomyces, que finalmente, pueden o no, liderar el proceso fermentativo, y de esta 
manera resaltan que la levadura puede influir de dos maneras diferentes en el proceso: 
por captura de polifenoles (Mazauric y Salmon, 2005; Razmkhab et al., 2002) y por la 
liberación de compuestos antioxidantes, de manera diferente a los polifenoles, desde el 
interior de la célula y de la pared celular (Aredes et al., 2010; Jaehrig et al., 2007) 
justificando la influencia de las cepas sobre la actividad antioxidante en el medio; sin 
embargo para el caso de las cepas utilizadas en el proceso, no se presentó diferencia 
significativa entre las nativas y las convencionales.  
 
Se concluye entonces que la actividad antioxidante está altamente influenciada por otros 
compuestos fenólicos tales como antocianinas monoméricas y proantocianidinas (ácido 
gálico, miricetina y quercetina, principalmente), sin embargo, la matriz de las bebidas 
alcohólicas rojas es compleja, incluyendo la que se obtiene a partir del Mortiño, ya que 
contiene grandes cantidades de materiales orgánicos (compuestos fenólicos y no 
fenólicos), materiales inorgánicos (minerales), y enzimas que afectan directamente a la 
actividad biológica del proceso, como lo reporta Granato et al., 2011, y según dichos 
antecedentes, es difícil predecir el valor antioxidante de las bebidas alcohólicas, ya que 
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son muchos los factores reportados que influyen en los resultados finales como ya se 
mencionó, sin descartar factores como la  concentración de radicales libres, el tiempo 
empleado en el ensayo, el factor de dilución de la muestra, la energía de disociación de 
enlace entre el oxígeno y un hidrógeno fenólico, pH, potencial de reducción, solubilidad, 
estructura estereoquímica y deslocalización de los radicales antioxidantes (Cao et al., 
2007).  
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2.3. Conclusiones 
 
- Las técnicas de microbiología clásica, las pruebas bioquímicas y el esquema 
molecular empleado, permitieron obtener aislados nativos definidos como 
Saccharomyces cerevisiae, que sirvieron como inóculos en la fermentación 
alcohólica del  jugo del mortiño (Vaccinium meridionale). 
 
- Utilizando una cepa convencional, se logra obtener la mayor producción de 
etanol (96 g/L) asociada con un rendimiento y una productividad de 0,39 g/g y 
0,23 g/h/L respectivamente, a partir de un nivel de  25°Brix, usando la menor 
concentración de fruta del 33%. Este resultado no varió significativamente con 
la técnica de maceración utilizada. 
 
- La actividad antioxidante, medida al final del proceso fermentativo, fue mayor 
cuando se utilizó un proceso MIX, independiente de la proporción de fruta (33 
o 50%). 
 
- Utilizando microorganismos nativos la mayor producción de etanol (87 g/L) se 
obtuvo a partir del  pretratamiento maceración MAC, en una concentración de 
fruta en el mosto de 50% p/v.   
 
- La actividad antioxidante está favorecida en el pretratamiento de la fruta MAC 
a partir del uso de cepas nativas como inóculos.  
 
- Los resultados obtenidos con las cepas nativas de Saccharomyces cerevisiae en 
comparación con la cepa convencional utilizada, muestran que la producción 
de etanol depende de la cepa utilizada. Adicionalmente, la producción de 
etanol mejora, independiente de la concentración de la fruta, con el 
pretratamiento MIX y el uso de la cepa convencional. 
 
- La actividad antioxidante mostró una diferencia significativa en el tratamiento 
MIX, y permitió evidenciar que la mejor combinación que conserva la actividad 
antioxidante es el tratamiento MIX en 50% de fruta con cepa convencional en 
comparación a la cepas nativas 
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CAPÍTULO 3. Fermentación acética a partir de 
bebida alcohólica de mortiño (Vaccinium 
meridionale). 
 
3.1. Metodología 
 
3.1.1. Características del sustrato 
 
Para la producción de vinagre de Mortiño (Vaccinium meridionale) se tuvo en cuenta 
como fuente de sustrato la bebida alcohólica a partir de dicha fruta.  Durante los 
experimentos se utilizaron bebidas alcohólicas obtenidas bajo diferentes condiciones, a 
saber: pretratamientos de maceración (MAC y MIX) y concentraciones de fruta en el 
mosto (33% y 50%), manteniendo constante el nivel de azúcar equivalente a 25 °Brix, y 
un pH en un rango de 3.4 a 3.6. En todos los casos las bebidas alcohólicas presentaron 
una concentración de etanol entre 90g/L y 96g/L.  
 
3.1.2. Fuente de microorganismos y proceso de inoculación 
 
El proceso fermentativo se desarrolló utilizando microorganismos convencionales y 
microorganismos nativos. Con respecto a la cepa convencional, se trabajó con un cultivo 
iniciador denominado “Madre de vinagre para vinos tinto” distribuida comercialmente 
por Beer & Wine Hobby (Vinegar cultures VIN000R, 155 New Boston St. - Unit T, Woburn, 
MA 01801); el protocolo de preparación del inóculo consistió en adicionar, en iguales 
proporciones, un volumen de la “madre” a un volumen de la bebida alcohólica de 
Mortiño diluida hasta alcanzar una concentración de 40g/L de etanol, proceso 
fermentativo que se llevó a cabo hasta llegar a 3% de acidez. El producto de este medio 
se utilizó como inóculo para los experimentos de fermentación acética en una 
concentración de 30% (v/v), para un volumen final de medio de 150 mL.  
 
El protocolo y manejo de los microorganismos nativos se describe a continuación. 
 
3.1.3. Aislamiento e identificación de microorganismos nativos 
 
A. Aislamiento nativo - Condiciones de fermentación espontánea: Las bebidas 
alcohólicas del Mortiño preparadas bajo los dos modos de pretratamientos de la fruta 
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(MAC y MIX) se dispusieron en frascos inclinados de 1 litro, protegidos con un cedazo 
para crear ambiente de aerobiosis
de 200 mL (Figura 14-a), con el fin de permitir mayor superficie de contacto entre el 
líquido y el oxígeno disponible, a temperatura ambiente. Adicionalmente, cada 
alcohólica de pretratamiento M
con temperatura controlada a 30°C
fermentación se desarrolló con 2 réplicas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Fermentación acética espontá
ambiente; b) Con aireación (Shaker a 150rpm) en Erlenmeyer de 1 Litro a 30°C. (Fuente: Susana Ochoa A., 
2014). 
 
Se realizó seguimiento cinético
muestras cada dos días (Hidalgo et al., 2013a)
desarrollo microbiológico (UFC) 
directa en el agar GY durante 48 a 96 horas incubadas a temperatura de 
2011) y posterior identificación microscópica com
Gram variables (Figura 15), potencialmente involucradas en el proceso de acidificación 
(Hidalgo et al., 2013b). 
 
B. Identificación bioquímica y molecular:
Colonia (UFC) obtenidas fueron inspeccionadas macroscópicamente con el fin de hallar 
correspondencia con las BA descritas en la bibliografía. 
aplicadas, está la catalasa, la evaluació
Frateur y la capacidad de fermentar sustratos 
 
a. 
. La bebida alcohólica se llevó hasta un volumen final 
AC y MIX se llevó a condiciones de agitación a 150 rpm 
 (Figura 14-b) (Fernández et al., 2010
 
nea. a) Aireación natural en frascos de 1 Litro a temperatura 
 de pH y acidez titulable durante 20 días,
. Simultáneamente se realizó seguimiento al 
monitoreado en medios específicos a partir de 
30°C (Vega, 
patibles con bacilos Gram negativos o 
 Adicionalmente, las Unidades Formadoras de
Entre las pruebas bioquímicas 
n de la oxidación del Ácido Acético en el medio 
en el medio Carr (Figura 16).  
b. 
 
bebida 
). Cada 
 
 tomando 
siembra 
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Figura 15. Colonia de Acetobacter aceti
Susana Ochoa A., 2014). 
 
Para la técnica molecular aplicada se llevó a cabo un método de extracción de ADN de 
lisis celular. A partir de cultivos líquidos de los aislados puros, incubados durant
horas, se hizo un precipitado celular en tubos de 1.5
rpm por 1 minuto; estos precipitados fueron re suspendidos en 100μl de TE 1X est
hervidos durante 10 minutos
sobrenadante fue transferido a otro tubo y se le hizo una dilución 1:10 para ser usar 
como molde en la PCR. 
 
Se realizó una comparación del perfil de bandeo con la finalidad de apreciar simil
entre el control positivo del género 
el propósito de hacer una selección e iniciar el montaje del proceso de fermentación 
acética, integrando los resultados de la tinción de Gram y las pruebas bioquímicas para 
confirmar los resultados obtenidos.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Prueba de fermentación para clasificación de BA. Medio Carr: a) Control positivo (cambio de 
color) y control negativo (medio inicial).
Mortiño (Vaccinium meridionale) mediante 
 
 (Cepa de referencia NRRL 746) y coloración de Gram. (Fuente: 
ml, mediante centrifugación a 5
 y precipitados nuevamente a 10000 rpm por 5 minut
Acetobacter aceti NRRL 746 y los aislados nativos, con 
 
 
 (C+)           C(-)    
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Posteriormente, las colonias puras se almacenaron en crioviales estériles con Caldo de 
enriquecimiento suplementado con glicerol al 30% para conservarlas a -20°C (Du Toit y 
Pretorius, 2002). Se obtuvo registro fotográfico y se hizo la descripción morfológica de las 
colonias seleccionadas. 
 
La cepa Acetobacter aceti NRRL 746 (Figura 15) donada por la USDA (United States 
Department of Agriculture), fue utilizada como patrón de referencia para la identificación 
morfológica macroscópica, microscópica, bioquímica y molecular de los aislados a partir 
de fermentaciones espontáneas. 
 
C. Preparación del inóculo de aislados nativos: La preparación del inóculo se llevó a 
cabo como lo describe Hidalgo et al., 2013a. Se mantuvo una concentración de 2 x106 
células/mL dentro del proceso (Vegas, 2011; Rasooli et al., 2010), suplementadas con 1,6 
g/L de extracto de levadura y 10 g/L ácido acético inductor (Zheng et al., 2010; Gullo y 
Giudici, 2008). El inóculo madre (representado como el 50% del volumen final de la 
fermentación: 75ml del inóculo en 150mL de volumen final de la bebida alcohólica) se 
adicionó a una concentración de 35g/L de etanol en la bebida alcohólica como variable 
estándar. La fermentación del inóculo madre se llevo a cabo durante 4 a 6 días, tiempo 
en el que la bacteria, en su fase Lag, se adapta a las condiciones del medio, y 
posteriormente pasa a fase exponencial, donde la producción de acidez es superior a 3% 
(Rasooli et al., 2010; Sokollek et al., 1998b). 
 
3.1.4. Definición de variables experimentales (concentración de etanol, condición de 
producción de bebida alcohólica (metodología de pretratamiento de la fruta y %p/v de 
fruta en el medio) y tipo de cepa) 
 
A. Ensayos con cepa convencional: El seguimiento completo de las variables respuesta 
fue realizado definiendo dos niveles de etanol inicial en la bebida alcohólica: 35g/L y 
45g/L, niveles sugeridos por la literatura (Su, 2010; Matsuura et al., 2008). 
Adicionalmente las bebidas alcohólicas usadas fueron obtenidas con pretratamientos de 
fruta MIX y MAC, así como con 30 y 50 % p/v de proporción de fruta. 
 
Un ensayo adicional fue realizado usando niveles de etanol de 20, 25, 30 y 35 g/L, con 
una bebida producida a partir de pretratamiento MIX y 50 % p/v de fruta en el medio. 
Este ensayo tuvo como propósito identificar la concentración de alcohol que permitiera 
alcanzar la mínima concentración de ácido acético permitida por ley (hasta 5% de acidez, 
Decreto 775/2008, INVIMA). 
 
Producción de vinagre a partir de Mortiño (Vaccinium meridionale) mediante 
procesos fermentativos y seguimiento de su actividad antioxidante 
65
 
B. Ensayos con cepas nativas: Se definieron dos niveles de etanol inicial en la bebida 
alcohólica: 35g/L y 45g/L.  Adicionalmente las bebidas alcohólicas usadas fueron 
obtenidas con pretratamientos de fruta MIX y MAC, así como con 30 y 50 % p/v de 
proporción de fruta. Los ensayos se realizaron utilizando una cepa nativa pura. 
 
3.1.5. Análisis cinético y actividad antioxidante 
 
Los experimentos se realizaron en erlenmeyer de 1000 mL con 150 mL de medio de 
cultivo (bebida alcohólica + 30% v/v de inóculo madre). Dicho cultivo fue suplementado 
con 1,6 g/L de extracto de levadura (Oxoid), bajo condiciones de temperatura 30°C y 
velocidad de agitación  150 rpm (Zheng et al., 2010).  
 
Las variables respuesta del proceso fueron la acidez titulable obtenida por medio de la 
técnica de titulación con NaOH 0.1 N y la actividad antioxidante en el producto final. El 
proceso se siguió durante 15 días, tomando pH (día de por medio) y fue desarrollado en 
los laboratorios de Ciencia de los Alimentos y Procesos Biológicos de la Universidad 
Nacional  Sede Medellín.  
 
Se emplearon 5 técnicas para determinar actividad antioxidante: 1) ORAC (Técnica 
Espectrofluorométrica- Equipo Fluorescence Spectrometer – Perkin Elmer), 2) DPPH 
determinadas por espectrofotometría (Multi Skan Spectrum – Thermo scientific),  3) FRAP 
por espectrofotometría (Prior et al., 2005); y compuestos con potencial antioxidante 4) 
Fenoles totales, 5) Antocianinas. Dichas pruebas permitieron medir la actividad 
antioxidante en el tiempo final de cada fermentación. 
 
3.1.6. Análisis estadístico 
 
Para el análisis de los datos se utilizó el paquete estadístico “R” (Versión 15), 
contemplando para cada diseño experimental una prueba de ANOVA para verificar 
significancia de factores evaluados con un 95% de confianza (Condiciones de producción 
de la bebida alcohólica, concentración de etanol inicial y tipo cepa) en función de las 
variables respuesta (acidez titulable y actividad antioxidante). Adicionalmente se 
determinó, por medio del test Tukey, la máxima acidez titulable. Se evaluaron los 
supuestos de distribución normal y la homogeneidad de varianza e independencia de los 
errores en cada modelo ajustado. 
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3.2. Resultados y discusión. 
 
3.2.1. Aislamiento e identificación de microorganis
 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Descripción morfológica de los 
Aislado A9, colonia cremosa, de borde regular, crema, plana; a
b-1, Aislado A21, colonia cremosa, de borde regular, crema, plana; b
negativos. c-1, Control positivo, Acetobacter aceti NRRL
brillante; c-2, Coloración gram: Bacilos gram 
 
a -1 
b -1 
c -1 
mos nativos 
 
aislados nativos seleccionados. (Fuente: Susana Ochoa A.). a
-2, Coloración gram: Bacilos gram 
-2, Coloración gram: Bacilos gram 
, colonia cremosa, de borde irregular, crema, plana, 
negativos.     
a -2 
b -2 
c -2 
 
-1. 
negativos. 
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A. Aislamiento nativo  a partir de condiciones de fermentación 
alrededor de 40 aislados para la evaluación de la morfología macroscópica de los 
(Figura 17). Adicionalmente se realizó la prueba bioquímica de catalasa, a la cual 
respondieron positivamente 13 aislados, a los cuales se les
pruebas bioquímicas específicas y moleculares con el objetivo de identificarlas. 
 
B. Identificación bioquímica y molecular:
en agar GY con carbonato de calcio para verificar producción de acid
para evaluar su capacidad fermentativa
de calcio se comprobó que después de 48 horas de incubación 
aislados y la cepa control de 
que los aislados 2, 9, 21, presentan diferencias morfológicas macroscópicas y 
microscópicas y fueron los aislados 
embargo, dichos aislados fueron los que 
 
Figura 18. Prueba bioquímica de Carbonato de Calcio. Medio constituido por 
Carbonato. La formación de precipitado oscuro alrededor
los  aislados 16 y 21 (Foto: Susana Ochoa A.)
 
El proceso de identificación se apoyó en la aplicación de la técnica molecular para 
identificar el perfil de la región ITS (patrón de bandeo
aceti NRRL 746) que coincidió con el perfil bioquímico de las bacterias seleccionadas. Las 
cepas 2, 9 y 21 presentan mayor simil
por otro lado los aislados  12, 13, 16, 25, 32, 33, 38, 39, 41 y 
de bacterias. De este último grupo se seleccionaron al menos dos aislados 16 y 39, ya que 
fueron los primeros que mostraron precipitación del carbonato en la prueba de 
producción de acidez en el medio suplementado (Figura 18
 
 
 
 
Mortiño (Vaccinium meridionale) mediante 
 
espontánea
 aplicó posteriormente 
 Los 13 aislados seleccionados se repicaron 
ez y la prueba 
 (Hidalgo et al., 2013a). En la prueba de carbonato 
y hasta 96 horas, los 
Acetobacter aceti NRRL 746,  producen acide
que más tardaron en producir acidez
demostraron fermentación en la prueba de 
 
 
en agar GY suplementado con
 de la colonia, indica la producción de acidez para 
 
 a partir del control 
itud al patrón de bandeo del control (Figura 
42 se ubican en otro grupo 
). 
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: Se obtuvieron 
mismos 
 
Carr 
13 
z.  Se destaca 
 (Figura 18). Sin 
Carr. 
 
Acetobacter 
19) y 
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Figura 19. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% para revelar el perfil de bandeo del marcador 
bacteriano ITS de los aislados obtenidos en la fermentación espontánea. Fermentación acética a partir de la 
bebida alcohólica y análisis de Cluster de DICE obtenid
aislados. 
 
C. Preparación del inóculo:  En un principio, los aislados A2, A9, A16,
evaluaron como inóculos puros independ
acidez; sin embargo, para el caso de los a
desempeño con respecto a la producci
Acetobacter A21 mostró una buena adaptación al medio y reproducibilidad en la 
producción de acidez. El aislado A21, presentó una
bioquímica análoga a la cepa de control positivo usada para comparar los aislados.  Se 
Perfil de 
bandeo 
Control POS 
Muestras 
o en PAST para apreciar la similitud entre los 
 A21 y A39 se 
ientes con el fin de reproducir la producción de 
islados A2, A9, A16 y A39, no se obtuvo el mejor 
ón de acidez. De esta manera, sólo la cepa nativa 
 identificación morfológica
 
 y 
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utilizaron las mejores condiciones seleccionadas según los experimentos realizados con la 
cepa convenional.    
 
3.2.2. Efecto de las variables concentración de etanol, condición de producción de 
bebida alcohólica (metodología de pretratamiento de la fruta y %p/v de fruta en el 
medio) y tipo de cepa. 
 
3.2.2.1. Fermentación acética a partir de microorganismos convencionales 
 
La Figura 20 muestra la respuesta de la cepa convencional frente a los factores evaluados. 
Los resultados globales indicaron que la cepa convencional sólo produce acidez a una 
concentración inicial de etanol de 35g/L, razón por la cual la figura sólo se muestra para 
este nivel de concentración de etanol. 
 
La Tabla 11 resume los datos obtenidos de acidez titulable en función de las diferentes 
condiciones de producción de la bebidas alcohólica, y usando 35 g/L de etanol. En todos 
los casos los niveles de acidez están en un rango de 64 a 71 g/L, observando que el mayor 
rendimiento y productividad se alcanzada en el ensayo MIX y una proporción de fruta de 
33% p/v. 
 
Tabla 11. Resumen de datos para obtener acidez a partir de la bebida alcohólica de Mortiño en 35g/L 
inicial, en diferentes pretratamientos de la fruta por un periodo de 12 días. 
 
Tratamiento 
Proporción 
fruta (% p/v) 
Acidez final 
máxima 
[g/L] 
Rendimiento 
(Yp/s) g/ g 
Productividad (P)  
g/h/ L 
MAC 
33 64 ±  2,8 1,8 0,22 
50 68 ± 4,2 1,9 0,24 
     
MIX 
33 71 ± 3,5 2,0 0,25 
50 71 ± 2,8 2,0 0,21 
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Figura 20. Cinética de la producción de acidez a partir de la beb
en diferentes condiciones de producción
 
 
Con respecto a la actividad antioxidante, es evidente que la conservación de los 
metabolitos que confieren dichas propiedades se ven favorecidas por el 
MIX en la mayor concentración de fruta 
 
Estadísticamente los resultados arrojados después del análisis 
correlación de los factores método de pretratamiento
inicial, tienen diferencia significativa (p <0,05)
interacciones de los mismos, 
tratamiento que favorece la producción de 
de la concentración de fruta, y 
este mismo método de pretratamiento MIX 
mejores resultados en cuanto a la actividad antioxidante;
respuesta sí se presentó una diferencia significativa (p < 0,05) con respecto a la 
concentración de fruta, siendo la más favorable en este caso 
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. Adicionalmente el análisis de las 
realizadas con el Test de Tukey, demuestra que el 
acidez es el tratamiento MIX independiente 
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Tabla 12. Resumen de datos de actividad antioxidante a par
inicial, en diferentes pretratamientos de la fruta, para la obtención de 
 
Tratamiento 
Concentra 
ción de 
fruta % p/v  
ORAC 
(μmol Trolox /L)
MAC 
33 31718 ± 
50 29936 ± 
MIX 
33 32252 ± 
50 41121 ± 
 
 
Resultó interesante encontrar el nivel de concentración
necesariamente en maximizar los rendimientos en términos de
permitiera obtener niveles de acidez mínimos aceptados por la legislación nacional. Lo 
anterior como una manera de optimizar económicamente el proceso. Para este ensayo 
seleccionó el tratamiento MIX en 
convencional, cuyos resultados 
 
 
Figura 21. Cinética de conversión de etanol a ácido acético a partir de diferentes concentraciones en el 
tratamiento de mayor proporción de fruta
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tir de la bebida alcohólica de M
acidez. 
- TEAC 
 
DPPH - TEAC 
(μmol 
Trolox / L 
muestra) 
FENOLES - 
GAE (mg 
ácido 
gálico/L) 
FRAP - TEAC 
(mg eq ác. 
Ascórbico/L)
1931 2901 ± 82 1064 ± 63 871 ± 
2256 2923 ± 52 1186 ± 29 1097 ± 2
2343 3201 ± 31 1217 ±15 1170 ± 
2980 5426 ± 49 1514 ± 23 1416 ±
 de etanol que no esté enfocado
 acidez, si no aquel que 
la mayor proporción de fruta (50% p/v)
se muestran en la Figura 21.  
. 
D4 D6 D8 D10 D12 
Días
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ortiño en 35g/L 
 
ANTOCIANINAS 
TEAC (mg eq 
cianidin-3-
glucósido/ L) 
40 42 ± 1 
6 42 ± 2 
21 65 ± 2 
 37 74 ± 4 
 
se 
 con la cepa 
 
20 g/L
25 g/L
30 g/L
45 g/L
35 g/L
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En la mínima concentración de etanol evaluada (20 g/L), se puede observar que se logra 
obtener el mínimo de acidez permitido por la normatividad colombiana, con registros de 
rendimiento y productividad por encima de las demás concentraciones evaluadas (Tabla 
13). Dicho parámetro posibilita contemplar el uso de dicha concentración para minimizar 
costos dentro de la producción de acidez a partir de la bebida alcohólica de Mortiño.   
 
Tabla 13. Resultados de rendimiento y productividad en los diferentes tratamientos de etanol para la 
producción de acidez, durante 12 días. 
 
Etanol 
inicial g/L 
Productividad a partir 
de mínima acidez (5%) 
(g/h/L) 
Acidez final 
máxima (g/L) 
Rendimiento 
Yp/s (g g
-1
) 
Productividad 
(g h
-1
 L
-1
) 
20 0,35 51 ± 0,7 2,6 0,35 
25 0,35 56 ± 0,2 2,2 0,23 
30 0,30 61 ± 0,5 2,0 0,25 
35 0,26 71 ± 0,6 2,0 0,25 
 
Con respecto a la variable actividad antioxidante, asociada al ensayo anterior, existe 
algún grado de variabilidad con respecto a la técnica utilizada para su determinación; sin 
embargo se destaca que, exceptuando para el método DPPH – TEAC, la condición en la 
que se obtuvo la mayor actividad antioxidante fue a una concentración de etanol inicial 
de 35 g/L, confirmado por el Test de Tukey (Tabla 14).  
 
Tabla 14. Resultados de actividad antioxidante en el Vinagre de Mortiño a partir de diferentes 
concentraciones de bebida alcohólica inicial en pretratamiento MIX de mayor concentración de fruta 
 
Etanol 
inicial 
g/L 
ORAC - TEAC 
(μmol Trolox 
/L) 
DPPH - TEAC 
(μmol Trolox / 
L muestra) 
FENOLES - 
GAE (mg 
ácido 
gálico/L) 
FRAP - TEAC 
(mg eq ác. 
Ascórbico/L) 
ANTOCIANINAS 
TEAC (mg eq 
cianidin-3-
glucósido/ L) 
20 33327 ± 3033  4760 ± 85  1158 ± 91  992 ± 99  38 ± 2  
25 23247 ± 1331  6019 ± 149  1247 ± 13  1137 ± 6  44 ± 1  
30 34789 ± 1698  5120 ± 116  1460 ± 49  1345 ± 46  44 ± 4  
35 41121 ± 1715  5426 ± 48  1514 ± 25  1416 ± 45  74 ± 3  
 
 
3.2.2.2. Fermentación acética a partir de microorganismos nativos 
 
Al utilizar la cepa de Acetobacter (A21) como inóculo en el proceso fermentativo, sólo se 
presentó acidez titulable con 35 g/L de etanol (de 7,6 a 8,1 % de acidez). Estos resultados 
son mostrados en las tablas 15 y 16. 
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Tabla 15. Resumen de datos en función del rendimiento y productividad para la producción de acidez a 
partir de Mortiño con inóculo de cepa nativa. Condiciones de producción de la bebida alcohólica de 
Mortiño (Pretratamiento de la fruta MAy MIX; y proporción de fruta en en el medio de 50% p/v ). 
 
Tratamiento 
Acidez final 
máxima 
(g/L) 
Rendimiento 
Yp/s (g g-1) 
Productividad 
(g/h/L-1) 
MAC 81 ± 1,9 2,3 0,24 
MIX 76 ± 5,2 2,2 0,26 
 
La producción de acidez presentó una diferencia significativa entre los pretratamientos 
de la fruta MAC y MIX (p<0,05), siendo mayor la acidez obtenida con el uso de la cepa en 
el pretratamiento MAC. 
 
El comportamiento de la actividad antioxidante establece que los valores de la 
concentración de los metabolitos son dependientes del pretratamiento de la fruta. En la 
Tabla 16 se puede observar que los resultados obtenidos a partir de la cepa Acetobacter 
A21, en una concentración inicial de 35g/L, son superiores a bajo el pretratamiento MIX 
de la bebida alcohólica en la mayortia de los análisis, excepto para la prueba DPPH-TEAC.   
 
Tabla.16. Resumen de datos de actividad antioxidante en producción de acidez a partir  de Mortiño con la 
cepa nativa. Condiciones de producción de la bebida alcohólica de Mortiño (Pretratamiento de la fruta 
MAC y MIX; y proporción de fruta en en el medio de 50% p/v ). 
 
Tratamiento 
ORAC - TEAC 
(μmol Trolox 
/L) 
DPPH - TEAC 
(μmol Trolox / 
L muestra) 
FENOLES - 
GAE (mg 
ácido 
gálico/L) 
FRAP - TEAC 
(mg eq ác. 
Ascórbico/L) 
ANTOCIANINAS 
TEAC (mg eq 
cianidin-3-
glucósido/ L) 
MAC 43484 ± 3670 5776 ± 149 1357 ± 8 1048 ± 37 14 ± 0,6 
MIX 44832 ± 4605 5354 ± 51 1474 ± 59 1190 ± 39 33 ± 2,1 
 
 
3.2.3. Comparación entre el  uso de cepas nativas y cepas convencionales 
 
La Figura 22 muestra el comportamiento de la cepa convencional con respecto a la cepa 
Acetobacter nativa en el tratamiento MAC y MIX de mayor concentración de fruta (50 % 
p/v), evidenciando que la producción de acidez (rendimiento y productividad) es mayor a 
partir del uso del inóculo nativo, independiente del pretratamiento en la bebida 
alcohólica. 
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Figura 22. Comportamiento de la producción de acidez 
(A21) comparado con la cepa convencional (COM) a partir de 35g/L de etanol inicial.
 
Por otra parte, las pruebas estadísticas arrojaron los siguientes 
del diseño factorial 22, los factores de tratamiento MIX y MAC, y cepa nativa y 
convencional, presentaron diferencias significativas (p<0,05) y se concluye que la 
producción de acidez se favorece por el 
nativa pura. Este supuesto es verificado por el Test de Tukey
 
Tabla.17. Comparación de resultados de actividad antioxidante entre cepa convencional (COM) y nativa 
(A21), en la producción de acidez a partir de bebida alcoholica d
bebida alcohólica: pretratamiento MAC y MIX, en mayor proporción de fruta 50% p/v).
 
Tratamiento 
y cepa 
ORAC - TEAC 
(μmol Trolox 
/L) 
MAC- A21 43484 ± 3670 
MIX- A21 44832 ± 4605 
MAC- COM 29936 ± 2256 
MIX - COM 41121 ± 2980 
 
Las pruebas de actividad antioxidante muestran que en relación a ambas cepas 
(convencional y nativa) existe una diferencia significativa (p<0,05)
favorabilidad de los resultados 
tratamiento MIX de mayor proporción de fruta (50% p/v)
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
0 2
P
o
rc
e
n
ta
je
 d
e
 A
ci
d
e
z
en el tiempo con respecto al inóculo de BA pura 
 
resultados: bajo el análisis 
pretratamiento de fruta MAC utilizando la cepa 
.  
e Mortiño (condiciones de produccion de 
 
DPPH - TEAC 
(μmol Trolox / 
L muestra) 
FENOLES - 
GAE (mg 
ácido 
gálico/L) 
FRAP - TEAC 
(mg eq ác. 
Ascórbico/L) 
ANTOCIANINAS 
TEAC (mg eq 
cianidin
glucósido/ L)
5776 ± 149 1357 ± 8 1048 ± 37 14 
5354 ± 51 1474 ± 59 1190 ± 39 33 ± 2,1
2923 ± 52 1186 ± 29 1097 ± 26 42 ± 
5426 ± 49 1514 ± 23 1416 ± 37 74 ± 4
, mostrando 
con la cepa nativa, principalmente en el ensayo 
 (Tabla 17). 
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3.2.4. Análisis y discusión  
 
Las bacterias Acéticas (BA) son parte natural de la microbiota de la frutas y pueden 
sobrevivir durante la fermentación alcohólica a pesar de las condiciones adversas de 
dicho proceso (Du Toit y Pretorius, 2002). Al momento de terminar la fermentación 
alcohólica (estabilización en el consumo de azúcares), la posterior oxigenación del medio 
estimula el crecimiento de las BA, las cuales tienen la capacidad de oxidar el etanol a 
ácido acético (Joyeux et al., 1984; Drysdale y Fleet, 1989).  
 
Son muchos los reportes bibliográficos asociados con las BA, los cuales abordan, entre 
muchos otros temas, la dificultad que existe para obtener aislados de los BA a partir de 
sistemas fermentativos espontáneos, siendo este uno de los principales problemas para 
poder estudiar dichos microorganismos (Hidalgo  et al., 2012).  En estos reportes se ha 
relacionado dicha dificultad con el estrés causado por el cambio que supone los cambios 
fuertes en las condiciones del medio de cultivo (Entani et al., 1985; Sievers et al., 1992). 
Los anteriores reportes bibliográficos están en completa concordancia con los resultados 
obtenidos en el presente trabajo, en los cuales no se lograron altos niveles de acidez en 
sistemas de fermentación espontáneos.   
 
No obstante las observaciones anteriores, en la literatura se han desarrollado medios de 
cultivo para el aislamiento de las BA con diferentes fuentes de carbono, como glucosa, 
manitol o etanol, algunos de los cuales fueron utilizados en el presente trabajo (De Ley et 
al., 1984). Entre los medios descritos, el constituido por  glucosa (GYC), descrito por Carr 
y Passmore (1979), y el constituido por manitol (YPM), han sido los más utilizados para el 
aislamiento de BA a partir de vinos u otros medios de cultivo y condiciones favorables 
para los procesos de fermentación acética (Drysdale y Fleet, 1988; Du Toit y Lambrechts, 
2002; Du Toit y Pretorius, 2002; Bartowsky et al., 2003; González et al., 2004) y vinagres 
(Sokollek et al., 1998b; Schüller et al., 2000; Gullo et al., 2006; Ilabaca et al., 2008; Gullo 
et al., 2009; Hidalgo et al., 2013a; Hidalgo et al., 2012). De manera específica, la adición 
de Carbonato de Calcio (CaCO3) al medio GYC desarrollada en el presente trabajo, 
permitió la identificación de colonias de  BA, hecho que también fue evidenciado en 
reportes bibliográficos (Hidalgo et al., 2013a).  
 
La dificultad de aislar y cultivar las BA también se ha asociado con la formación de 
agregados celulares, y con la presencia de células en el estado “viable no cultivable” 
(VNC). Debido a su metabolismo aerobio, las BA tienden a agregarse para permanecer en 
la superficie del líquido formando lo que se conoce como velo o madre del vinagre.  
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Las principales especies aisladas de los procesos de producción de vinagres de vino 
pertenecen a los géneros Acetobacter y Gluconacetobacter. Así, en acetificaciones 
realizadas por el método sumergido, se han aislado mayoritariamente especies 
pertenecientes al género Gluconacetobacter (Ga) como Ga. oboediens, Ga. europaeus y 
Ga. intermedius (Sokollek et al., 1998a; Trcek et al., 2000; Fernández-Pérez et al., 2010; 
Hidalgo et al., 2010). En cambio, en los sistemas tradicionales, A. pasteurianus parece ser 
la principal especie involucrada en el proceso de producción de vinagre de vino (Ilabaca 
et al., 2008; Jara, 2009), correspondiente a lo reportado en nuestro estudio, donde a 
partir de la identificación de género por ITS, se logra obtener aislados del Género 
Acetobacter.  
 
Recientemente Hidalgo et al., (2013b), ha publicado el aislamiento de Acetobacter 
pasteurianus a partir de vino de Vaccinium corymbosum L., lo que permite confirmar la 
adaptación de dicho microorganismo a los nutrientes de frutos del género, en especial a 
la composición de frutos rojos.  
 
Los resultados muestran que el inoculo convencional tuvo una buena respuesta con 
respecto a la bebida alcohólica de Mortiño, independiente del pretratamiento inicial 
(proporción de fruta o pretratamiento de la fruta). Sin embargo sí presentó una 
diferencia importante con respecto al contenido de etanol en cada uno de los 
experimentos. Vega et al., 2010 explica en su evaluación de la población de BA en la 
producción de vinagre de vino tradicional, donde empleo vinos secos y semi secos, que la 
concentración de azucares reductores no cambió durante el proceso de acetificación, 
confirmando de esta manera la preferencia de etanol como fuente de carbono por parte 
de las BA. 
 
En el mismo estudio, Vega et al., (2010), sugiere que la presencia de una o varias cepas de 
BA es totalmente dependiente de la concentración de etanol y de acidez en el medio, y 
que el inicio de la fermentación está liderada por BA que tienen baja tolerancia a la 
acidez (Gullo et al., 2009), pero que  en el momento en que aumenta la concentración de 
acidez en el medio, dichas población de bacterias puede cambiar (Hidalgo et al., 2013a). 
Este fenómeno permite pensar que la población predominante en el inoculo madre 
convencional, luego de varias generaciones, hasta estandarizar su producción de acidez, 
logró concentrar una población de BA resistentes a bajas concentraciones de etanol, y 
por tal motivo, su intolerancia a concentraciones superiores a 45g/L de etanol.  
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En el tratamiento MIX la producción de acidez es constante y aumenta en el tiempo hasta 
alcanzar su punto máximo por encima de 6% de acidez en el día 12. Este hecho se 
sustenta gracias al tratamiento de la fruta y a la microbiota que cada experimento 
conserva en el medio. Como se mencionó en el Capítulo 1, el tratamiento térmico 
aplicado a la fruta (MIX), disminuye la diversidad de microorganismos que en las 
condiciones de fermentación acética, puedan llegar a favorecer el proceso de 
acetificación, mientras que en el tratamiento MAC la diversidad de especies puede ser 
más amplia, garantizando una simbiosis entre la cepa convencional y la población nativa 
para desarrollar el proceso de acetificación (Hidalgo et al., 2013a; Fernández-Pérez et al., 
2010). 
 
Zheng et al., (2010), en su estudio con cultivo de Acetobacter pasteurianus en la 
producción de vinagre a partir de frutas, quienes en su diseño experimental incluyeron 
diferentes variables para evaluar la mejor productividad de la BA en el proceso de 
acetificación, entre ellas diferentes concentraciones de etanol, muestran la inhibición del 
crecimiento celular por altas concentraciones de etanol, y de esta manera concluyeron 
también que la preparación del cultivo madre confiere parte del comportamiento que la 
BA tendrá dentro del proceso acetificación.  Características como la resistencia a altas 
concentraciones de etanol pueden desarrollarse desde la preparación del inoculo, a partir 
de estimular el crecimiento celular a través de los factores nutricionales (Maestre et al., 
2008; Gullo y Giudici, 2008) que se encuentren disponibles en el medio y de estos 
depende la actividad de enzimas como la ADH o ALDH (Quintero et al., 2009; Nakano y 
Fukaya, 2008; Trcek et al., 2007) y otras proteínas que confieren resistencia al etanol y a 
la acidez en el medio. 
 
Con respecto a la actividad antioxidante, varios trabajos realizado a partir de la 
producción de vinagre de frutas, reportan que el proceso de acetificación disminuye la 
actividad antioxidante, la concentración de fenoles y principalmente la concentración de 
antocianinas (Ubeda et al., 2013; Cerezo et al.,  2008; Su et al., 2007; Andlauer et al., 
2000). Es importante destacar que la composición fenólica representa un buen marcador 
de calidad y origen del vinagre según su composición en moléculas de bajo peso 
molecular (Granato et al., 2011).  
 
En este estudio, las fermentaciones no son continuas, la preparación de la fermentación 
incluye una previa fermentación para constituir la madre del vinagre, y ésta, 
posteriormente, fue adicionada a la bebida alcohólica diluida, alcanzando el grado de 
tolerancia de alcohol a la cual fue capaz de fermentar cada una de las cepas utilizadas. El 
78  
 
cambio en las condiciones, principalmente la disponibilidad de oxígeno, afecta 
directamente la concentración de antocianinas ya que estas pueden oxidarse, 
precipitarse o polimerizarse con otros compuestos fenólicos (Ubeda, et al., 2013; Cerezo, 
et al., 2008) y de esta manera afecta el contenido de fenoles, hecho que es evidenciado 
en los resultados obtenidos, principalmente en los vinagres obtenidos a partir del 
pretratamiento MAC de bebida alcohólica de Mortiño.  
 
En este sentido la concentración de antocianinas y actividad antioxidante conserva su 
mayor contenido en el tratamiento MIX en proporción de fruta al 50%, entre 30g/L y 
35g/L de etanol, por tanto se considera que este tratamiento es el que valora mejor 
calidad para la producción de vinagre, considerando que es el producto que más puede 
beneficiar la salud del consumidor. Por otro lado, en correspondencia al rendimiento y 
productividad, son las de menor concentración de etanol (20g/L y 25g/L), las que 
benefician el proceso, pero sin concentrar la mayor cantidad de metabolitos que 
confieren la actividad antioxidante. 
 
En conclusión, la fermentación acética se ve favorecida por la inoculación de aislados 
puros que incrementan el rendimiento y la productividad, en comparación con la cepa 
convencional. Dicho fenómeno confirma que el uso de la población microbianas nativas 
durante las fermentaciones, favorece el proceso y permite obtener productos de mejor 
calidad. 
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3.3. Conclusiones. 
 
1. Se logró aislar bacterias productoras de ácido acético a partir de la bebida 
alcohólica de Mortiño y definir su inclusión taxonómica dentro del género 
Acetobacter a partir de pruebas bioquímicas (catalasa, Medio Frateur, Medio 
Carr), y el perfil de bandeo del marcador ribosomal (ITS).  
 
2. La cepa convencional (inóculo madre) mostró buen desempeño en la producción 
de acidez a partir de la bebida alcohólica de Mortiño, usando como condición de 
producción de bebida alcohólica el tratamiento MIX, independiente de la 
concentración de fruta en dicha bebida, y una concentración inicial de etanol de 
35g/L. 
 
3. El uso de inoculo madre adaptado al mosto suplementado con Ácido Acético 
como inductor y extracto de levadura (Comercial), potencializan la actividad 
metabólica de las bacterias acéticas. 
 
4. Se evidenciaron diferencias importantes en cuanto a la máxima producción de 
acidez usando una cepa nativa pura como inoculo, la cual fue alcanzada en 
condiciones de pretratamiento de fruta MAC y concentración inicial de etanol de 
35g/L, con respecto al mejor desempeño de la  cepa convencional en el medio, 
para el cual las mejores condiciones fueron un  pretratamiento MIX a la misma 
concentración de etanol inicial. 
 
5. La actividad antioxidante esta favorecida por el tratamiento MIX de mayor 
concentración de fruta (50% p/v), a partir de una concentración inicial de etanol 
en un rango de 30 a 35g/L. 
 
6. La actividad antioxidante se conserva durante los procesos fermentativos 
(alcoholico y acético) para la producción de vinagre a partir de Mortiño 
(Vaccinium meridionale). 
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